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ABREVIATURAS
AMV Alfalfa mosaic virus -- mosaico de la alfalfa
BCMV Bean common mosaic virus -- mosaico común de la judía
BPYV Beet pseudo-yellows virus -- pseudo amarilleo de la remolacha
BYMV Bean yellow mosaic virus -- mosaico amarillo de la judía
CGMMV Cucumber green mottle mosaic virus -- mosaico moteado verde del
pepino
ClYVV Clover yellow vein virus -- amarilleamiento de las venas del trébol
CABYV Cucurbit aphid-borne yellows virus -- amarilleos transmitidos por
pulgunes de las cucurbitáceas
CaMV Cauliflower mosaic virus -- mosaico de la coliflor.
CarMV Carnation mottle virus -- moteado del clavel
CMV Cucumber mosaic virus -- mosaico del pepino
CYSDV Cucurbit yellow stunting disorder virus -- amarilleo y enanismo de las
cucurbitáceas
DAS-ELISA Double antibody sandwich ELISA
ELISA Enzyme linked inmunosorbent assay -- prueba de inmunoabsorción con
anticuerpos conjugados con un enzima
LMV Lettuce mosaic virus -- mosaico de la lechuga
MNSV Melon necrotic spot virus -- manchas necróticas del melón
Np-I-ELISA Non-precoated indirect ELISA
P-I-ELISA Precoated indirect double antibody sandwich ELISA
PRSV Papaya ring spot virus -- manchas anulares de la papaya
PRSV-W Papaya ring spot virus - watermelon strain-- manchas anulares de la
papaya - cepa sandía
PStV Peanut stripe virus -- estriado del cacahuete
PVY Potato virus Y -- virus Y de la patata
PWV Passionfruit woodiness virus -- amaderamiento de la pasionaria
RRSV Raspberry ringspot virus -- manchas anulares de la frambuesa
RT-PCR Reverse transcription-polymerase chain reaction
TAS-ELISA Triple antibody sandwich ELISA
TCV Turnip crinkle virus -- arrugado del nabo
TSWV Tomato spotted wilt virus -- manchas bronceadas del tomate
WMV Watermelon mosaic virus -- mosaico de la sandía
WVMV Wisteria vein mosaic virus -- mosaico de las venas de wisteria
ZYFV Zucchini yellow fleck virus -- moteado amarillo del calabacín
ZYMV Zucchini yellow mosaic virus -- mosaico amarillo del calabacín
RESUMEN
El melón (Cucumis melo L.) es uno de los principales cultivos hortícolas en España. Las
enfermedades causadas por virus constituyen un problema importante, entre ellas, las
debidas a los virus mosaico del pepino (CMV), manchas necróticas del melón (MNSV) y
mosaico amarillo del calabacín (ZYMV) pueden originar pérdidas económicas
considerables. El método de control más eficaz es el empleo de variedades resistentes, por
ello, los objetivos principales de esta tesis fueron la búsqueda de material vegetal de melón
resistente o tolerante a dichos virus, el estudio de las condiciones más adecuadas para
identificar las resistencias o tolerancias y la caracterización genética de la resistencia a
MNSV encontrada en el cv. Doublon.
Con la finalidad de obtener una fuente de inóculo representativa de la población viral para
la evaluación del material vegetal de melón, se caracterizaron biológicamente aislados
españoles de CMV (16 aislados), MNSV (6) y ZYMV (17). En cada uno de los tres virus se
obtuvieron dos grupos de aislados diferenciados según su comportamiento sobre líneas de
melón portadoras de genes de resistencia: entre los aislados de CMV, once fueron
clasificados como cepas 'Comunes' y cinco como cepas 'Song', de acuerdo con la reacción
de C. melo  'PI 161375'; cinco de los seis aislados de MNSV presentaron el mismo
comportamiento y no superaron la resistencia conferida por el gen nsv, mientras que el otro
aislado fue capaz de superarla; trece de los aislados de ZYMV se clasificaron como patotipo
0 y cuatro como patotipo 1, según la reacción de C. melo 'PI 414723'. Del conjunto de
aislados se eligieron seis, dos por cada virus y, dentro de cada virus, uno perteneciente a
cada grupo, que fueron caracterizados sobre una gama amplia de especies indicadoras y
utilizados, posteriormente, para la evaluación del material vegetal de melón: de CMV, los
aislados M-373 y M-730, pertenecientes a las cepas 'Comunes' y 'Song' respectivamente; de
MNSV los aislados MNSV-264 y M-8-85, que difieren en su capacidad para superar o no la
resistencia del gen nsv, respectivamente, y los aislados M-33-96 y M-11-97 de ZYMV,
pertenecientes a los patotipos 0 y 1 respectivamente.
Los resultados obtenidos corroboran los descritos por otros autores y ponen de manifiesto la
escasez de fuentes de resistencia a virus en melón. Todas las entradas evaluadas fueron
susceptibles a los dos aislados de CMV; frente a ZYMV fueron susceptibles todas excepto
una, 'PSH', que fue resistente al aislado M-11-97, perteneciente al patotipo 1, y susceptible
a M-33-96; respecto a MNSV, 'Cantaloup Haogen' no mostró síntomas con ninguno de los
dos aislados, y un grupo de 28 y 44 entradas presentaron reacción local y ausencia de
síntomas sistémicos cuando se inocularon con los aislados M-8-85 y MNSV-264
respectivamente.
En relación a MNSV, se estudió la influencia de las condiciones ambientales, luz y
temperatura, en la expresión de síntomas sistémicos producidos por el virus inoculado
mecánicamente. Los resultados mostraron que las temperaturas bajas y medias (15, 17,5,
20, 22,5 y 25 ºC) favorecieron la aparición de síntomas sistémicos, mientras que éstos no se
observaron a temperaturas superiores a 25 ºC, y que el efecto de la intensidad lumínica
pareció depender de la variedad. El cultivar 'Doublon', aunque presentó lesiones locales
necróticas, no mostró síntomas sistémicos en ninguna de las condiciones probadas.
Así mismo, se comprobó la distribución del aislado M-8-85 de MNSV en tres genotipos
('ANC-42', 'Doublon' y 'PMR-5') con comportamiento diferente frente al virus inoculado
mecánicamente sobre los cotiledones, mediante análisis por ELISA-DAS de las diferentes
partes de las plantas (raíz, hipocotilo, cotiledones inoculados y hojas apicales) 3, 6, 9 y 12
días después de la inoculación, y también se estudió la distribución de los aislados M-8-85
y MNSV-264 en los cotiledones inoculados analizando con el mismo método las lesiones
necróticas y el tejido entre lesiones ocho días después de la inoculación. Se pudo verificar
que el virus estaba presente en todas las partes analizadas de 'ANC-42', mientras que en
'Doublon' sólo se detectó en las lesiones necróticas, y a menor concentración que en 'ANC-
42', y en 'PMR-5' no se encontró virus. Por todo ello, se consideró que 'Doublon' presentaba
resistencia a la expresión de síntomas sistémicos producidos por MNSV en inoculación
mecánica artificial.
Cuando se realizó la transmisión de MNSV con el vector Olpidium bornovanus, 'Doublon'
presentó síntomas de necrosis en la base del hipocotilo y pardeamiento del sistema
radicular, que fueron menos severos que los de la variedad sensible 'ANC-42' y parecieron
no interferir en el desarrollo normal de las plantas.
El estudio genético de la resistencia a la expresión de síntomas sistémicos de MNSV en
'Doublon', en inoculación mecánica artificial, determinó que la misma está controlada por
dos genes independientes con dominancia completa, para los cuales se proponen los
nombres Melon necrotic resistance 1 y Melon necrotic resistance 2 y los símbolos Mnr1 y
Mnr2 respectivamente. Por otro lado, se ha encontrado ligamiento (19 cM), en fase de
acoplamiento, entre el gen Mnr1 y el gen de resistencia a MNSV nsv que porta el cv. 'PMR-
5'.
SUMMARY
Melon (Cucumis melo L.) is one of the most important vegetable crops in Spain. Virus
diseases are often a problem in this crop, among them cucumber mosaic virus (CMV),
melon necrotic spot virus (MNSV) and zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) can cause
serious economic losses. The best virus control method seems to be the use of resistant
varieties, therefore our main objectives were to search for useful sources of genetic
resistance or tolerance, the study of the most suitable environmental conditions to carry out
the screening of vegetal material of C. melo and the genetic characterization of a resistance
to MNSV found in C. melo cv. Doublon.
In order to obtain the more suitable viral strains to be used in our inoculations, several
Spanish viral isolates of CMV (16 isolates), MNSV (6) and ZYMV (17) were biologically
characterized on melon varieties carrying some resistance genes. According to C. melo 'PI
161375' reactions, eleven CMV isolates were classified as 'Common' strains and five as
'Song' strains. Among the MNSV isolates, five could not infect the melon lines carrying the
nsv resistance gene, and one isolate overcame this resistance. ZYMV isolates were
classified as pathotype 0 (thirteen isolates) and pathotype 1 (four isolates), according to the
reaction induced on C. melo 'PI 414723'. One isolate of each group was later characterized
on a wide host range and used as source of inoculum for the screening of C. melo genetic
resources. These isolates were: M-373 and M-730 of CMV, belonging to 'Common' and
'Song' groups of strains respectively; MNSV-264 and M-8-85 of MNSV, both differing in
their ability to overcome or not the nsv gene and M-33-96 and M-11-97 of ZYMV,
belonging to the pathotype 0 and 1 respectively.
In general, our results confirmed the results obtained by other authors, and revealed that
there are very few sources of resistance to virus in melon. All accessions were susceptible
to both CMV isolates. All the accessions inoculated with the ZYMV isolates were
susceptible, except the accession 'PSH' that was resistant to M-11-97 (pathotype 1) and
susceptible to M-33-96 (pathotype 0). 'Cantaloup Haogen' did not show any local nor
systemic reaction with both isolates of MNSV, and a group of 28 and 44 accessions showed
local reaction without any systemic symptoms with M-8-85 and MNSV-264 isolates
respectively.
The influence of environmental conditions, light and temperature, on the systemic symptom
expression of MSNV was also studied. Results revealed that low and moderate temperatures
(15, 17,5, 20, 22,5 and 25 ºC) enhanced systemic infection, while at temperatures higher
than 25 ºC this reaction was never observed. The effect of light intensity appeared to be
dependent on the genotype. C. melo cv. Doublon, always showed necrotic local lesions, but
never developed any systemic symptom at any of the tested conditions.
Virus distribution of MNSV isolate M-8-85 within plants of three melon genotypes, 'ANC-
42', 'Doublon' and 'PMR-5', differing in their reaction to MNSV after mechanical
inoculation on the cotyledons, was studied by using DAS-ELISA analysis on root,
hypocotyl, inoculated cotyledons and apical leaves, 3, 6, 9 and 12 days after inoculation and
the distribution of MNSV isolates M-8-85 and MNSV-264 on the inoculated cotyledons,
sampling the necrotic local lesions and the tissue between them eight days after inoculation,
was studied too. Virus was found in all the analysed parts of 'ANC-42' whereas in 'Doublon'
was only detected in the inoculated cotyledons and at a lower concentration than in 'ANC-
42', and no virus at all was found in 'PMR-5'. According to this, it seems that 'Doublon' was
resistant to the expression of systemic symptoms produced by MNSV in artificially
mechanical inoculation.
When 'Doublon' plants were inoculated using the natural vector of MNSV, O. bornovanus,
necrosis on the base of the hypocotyl and roots were observed. Nevertheless these
symptoms were less severe than those observed in 'ANC-42' and, apparently, did not
interfere with plant development.
In 'Doublon' the genetic control of the resistance to systemic symptom expression, after
mechanical inoculation of MNSV, was studied. The results suggested that two unlinked
complete dominant genes, which we proposed to call Melon necrotic resistance 1 (Mnr1)
and Melon necrotic resistance 2 (Mnr2), controlled this character. On the other hand, a
linkage (19 cM) in coupling phase between the Mnr1 gene and the nsv gene, carried by cv.
'PMR-5', was found.
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1.1. EL MELÓN
1.1.1. Origen geográfico
No existe un criterio claro en lo referente al origen del melón. Para algunos botánicos
cabe situarlo en el S.E. de África, donde es posible encontrar una gran variabilidad
de formas, mientras que para otros el melón procedería del continente asiático,
siendo esta última hipótesis, al parecer, la menos probable. El centro primario de
diversificación de esta especie, extremadamente polimórfica, se encontraría, según
Esquinas-Alcázar y Gulick (1983), en el sureste y centro de Asia, principalmente
Turquía, Siria, Irán, Afganistán, norte y centro de India, Turkemenistán, Tadjikistán
y Uzbekistán y centros secundarios de diversificación estarían en China, Corea y la
Península Ibérica.
En 1986 Mallick y Masui propusieron una teoría para clarificar el origen de esta
especie. Antes del inicio de la deriva de los continentes, las masas continentales se
hallaban muy juntas, la India estaba unida al S.E. de África y a la Antártida por
debajo de la Península Arábiga; India, África, Arabia e Irán estaban casi unidas. En
esta zona de intersección, entre el S.E. de África y la India, podría estar el centro de
origen del melón. La teoría se ve apoyada, según sus autores, por la presencia de
formas idénticas en dichas regiones.
1.1.2. Taxonomía y clasificación
El melón pertenece a la familia Cucurbitaceae, que agrupa 130 géneros y 900
especies, de las cuales 30 son cultivadas. Taxonómicamente su posición es la
siguiente (Jeffrey, 1980):
Subfamilia: CUCURBITOIDEAE
Tribu: MELOTHRIEAE
Género: Cucumis
Especie: melo L.
El género Cucumis es de los más importantes de la familia Cucurbitaceae.
Comprende unas 30 especies, anuales y perennes, siendo las más importantes desde
el punto de vista económico, C. sativus L. (pepino), C. melo L. (melón), C. anguria
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L. var. anguria (pepinillo de Indias) y C. metuliferus Meg, ex Schard (kiwano).
Dentro del género se diferencian dos grupos, subgéneros, para muchos sistemáticos,
en función de su número cromosómico. Las especies pertenecientes al primero de los
grupos, compuesto por C. sativus y C. hardwikii Royle poseen un número
cromosómico básico de X = 7, mientras que el otro, que comprende C. melo, C.
anguria, C. metuliferus, y el resto de las especies silvestres, es de X = 12.
La clasificación de melón más utilizada se remonta a 1859, y fue establecida por
Naudin, esta clasificación fue posteriormente revisada y simplificada por varios
autores. Entre ellos, Münger y Robinson (1991) establecieron los siguientes grupos o
variedades botánicas dentro de la especie:
C. melo agrestis Naud.: comprende los tipos silvestres con frutos pequeños e
incomestibles.
C. melo cantalupensis Naud.: engloba los frutos de tamaño medio, reticulados o
rugosos, muy aromáticos. En general son andromonoicos. Este grupo incluye a los
grupos reticulatus y saccharinus de Naudin.
C. melo inodorus Naud: llamados también melones de invierno, presentan la piel lisa
o asurcada, son de madurez tardía y poco aromáticos. La mayoría son
andromonoicos.
C. melo flexuosus Naud.: los frutos son alargados y, en ocasiones, se consumen como
sustitutivos del pepino. Son andromonoicos.
C. melo conomon Mak.: incluyen melones dulces, lisos, de ciclo temprano y
normalmente poco aromáticos.
C. melo chito y C. melo dudaim Naud.: también denominados melón 'mango'. La
distinción entre estos dos grupos es confusa en las diferentes descripciones. Son
monoicos, con o sin fragancia.
C. melo momordica Naud.: los frutos son poco dulces, de carne blanca y harinosa,
piel lisa que se deshace al madurar y la mayoría son monoicos. Este grupo constituye
una importante fuente de resistencias a enfermedades.
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1.1.3. Características botánicas
El melón es una especie anual de porte rastrero. Posee un sistema radicular muy
ramificado y profundo, pudiendo alcanzar una profundidad de 1,2 m. El crecimiento
de las raíces es rápido, localizándose principalmente en los primeros 40 cm. de suelo.
Los tallos son herbáceos, pilosos y rastreros aunque, al poseer zarcillos, pueden
entutorarse. Sus hojas, pilosas y ásperas al tacto, presentan el limbo orbicular
aovado, reniforme o pentagonal, con márgenes dentados, y divididas en 3-7 lóbulos,
y se insertan a lo largo del tallo de forma alterna, junto a un zarcillo.
Las flores son de color amarillo con cinco pétalos soldados, y pueden ser masculinas,
femeninas, o hermafroditas. Las plantas de melón pueden ser, según el sexo de sus
flores:
− Monoicas, si la planta lleva flores masculinas y femeninas.
− Andromonoicas, la planta porta flores masculinas y hermafroditas.
− Ginomonoicas, mayoría de flores femeninas pero alguna hermafrodita.
− Hermafroditas, todas las flores hermafroditas.
La mayoría de las formas cultivadas son monoicas y andromonoicas.
Las flores masculinas aparecen antes que las femeninas, agrupadas en inflorescencias
de 3 a 5 flores, en los nudos del tallo principal, o de tallos de orden superior. Las
flores pistiladas se presentan solitarias en el extremo de pedúnculos cortos que brotan
en ramificaciones de orden superior al segundo.
En el género Cucumis la monoecia es la expresión sexual prevalente. En el caso del
melón, en la expresión del sexo están involucrados, al menos dos genes, a y g, siendo
los tipos sexuales principales los siguientes:
− Monoico: +/-, +/-
− Andromonoico: a/a, +/-
− Ginomonoico +/-, g/g
− Hermafrodita a/a, g/g
La fecundación es básicamente entomófila, por lo que se ve condicionada por la
presencia de insectos polinizadores, principalmente abejas. La flor, una vez
fecundada, desarrolla un fruto pubescente de color verde, amarillo, anaranjado o
blanco, más o menos esférico y con la piel lisa, reticulada o estriada. En estado
adulto puede tener un diámetro de 15 a 60 cm y la pulpa puede variar de color según
Capítulo 1
4
variedades. Las semillas, que ocupan la cavidad central del fruto, están insertas en el
tejido placentario, son fusiformes, aplastadas y de color blanco o amarillento.
1.1.4. Importancia económica.
El melón es uno de los cultivos hortícolas más importantes, ocupando el séptimo
lugar entre las frutas recogidas en el Anuario de la FAO correspondiente a 2002. En
ese mismo año se cultivaron en todo el mundo 1.162.136 ha de melón, con una
producción de 21.588.746 t. Durante este año, según cifras de la FAO, los principales
países productores de melón fueron China (8.655.000 t), Turquía (1.900.000 t),
Estados Unidos (1.200.000 t), España (1.003.100 t), Irán (1.000.000 t), y Rumania
(940.000 t).
Dentro de los cultivos hortícolas españoles, el melón es, precedido por el tomate, el
segundo cultivo tanto por superficie como por producción (M.A.P.A., 2000). Las
principales zonas productoras de melón en España se sitúan en Andalucía (Almería
es la principal provincia productora), Castilla La Mancha, Región de Murcia,
Extremadura y la Comunidad Valenciana (Tabla 1.1). En 1996 se exportaron unas
348.183 t de este producto, siendo el Reino Unido, Alemania, Francia y los Países
Bajos los principales destinos.
1.1.5. Orientaciones de la selección.
Los principales objetivos que se persiguen en la Mejora Genética del melón son:
− Frutos adaptados a las exigencias del consumo.
− Producciones regulares, precocidad y rendimientos elevados.
− Adaptación a distintas condiciones de medio físico.
− Resistencia a plagas y enfermedades.
− Mejora de la calidad, como por ejemplo más contenido en azúcares, pulpa
más consistente o frutos más aromáticos.
− Mayor conservación, mediante la introducción del carácter 'larga vida'
introducido sobre todo a los tipo Cantalupos.
− Resistencia al transporte.
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Tabla 1.1. Superficie, rendimiento y producción de melón por Comunidades Autónomas (M.A.P.A. 2000).
Superficie (hectáreas) Rendimiento (kg/ha)
Regadío Regadío
Comunidades
autónomas Secano
Aire libre Protegido
Total Secano
Aire libre Protegido
Producción
(toneladas)
Galicia 3 - - 3 10.000 - - 30
Navarra 7 51 - 58 7.968 19.024 - 1.026
La Rioja 1 22 - 23 8.300 19.350 - 434
Aragón 56 182 - 238 6.243 21.683 - 4.296
Cataluña 224 439 80 743 7.575 20.397 28.146 12.903
Baleares 50 542 411 1.003 9.000 18.500 25.000 20.752
Castilla y León 265 78 - 343 13.140 22.192 - 5.213
Madrid 716 481 - 1.197 4.000 17.000 - 11.041
Castilla-La Mancha 1.911 12.828 1.822 16.561 6.329 19.659 21.010 302.557
C. Valenciana 360 801 1.086 2.247 6.588 15.347 25.378 42.225
R. de Murcia - 4.570 723 5.293 - 31.629 58.604 186.915
Extremadura 1.300 530 1.870 3.700 7.385 16.000 19.209 54.000
Andalucía 1.857 3.086 7.303 12.246 6.919 21.977 40.686 377.801
Canarias 19 27 13 59 2.000 13.333 30.000 788
ESPAÑA 6.769 23.637 13.308 43.714 6.779 21.996 34.128 1.019.981
Capítulo 1
Hasta hace relativamente poco tiempo, los sistemas de selección más empleados en
variedades establecidas eran los propios de la selección masal. Actualmente, en la
obtención de nuevas variedades se están empleando las técnicas de hibridación,
mediante las cuales se introducen distintos genes que rigen caracteres que se creen
interesantes. Cuando el cultivar no es monoico, la producción de cultivares híbridos
requiere la emasculación del parental femenino, de manera que se evite la
autofecundación. Desde hace años se han dedicado esfuerzos al desarrollo de métodos
alternativos a la emasculación manual, que implica un elevado coste de la semilla
híbrida. Estos esfuerzos se han centrado en la androesterilidad, la expresión del sexo y
las sustancias feminizantes.
Para introducir resistencia a plagas o enfermedades se suele emplear el método de
retrocruzamiento, que consiste en introducir en una variedad adaptada a un determinado
país, mediante retrocruzamientos sucesivos, el gen o los genes de resistencia que han
sido previamente detectados en otros materiales. En melón han sido encontrados
numerosos genes de resistencia a varias enfermedades y plagas, algunos de los cuales se
han incorporado en cultivare stencia a
Fusarium, a MNSV o la tole
1.2. PLAGAS Y ENFERM
1.2.1. Plagas
En el cultivo del melón s
entorno productivo favorece
cuando las condiciones de cu
ininterrumpida de cultivos h
como las condiciones favora
desarrollo de algunas poblac
continua en las parcelas de c
las plagas que afectan más fr
Moscas blancas: constituyen
tanto por los daños directos s comerciales como los genes que controlan la resi
rancia a oidio.6
EDADES DEL MELÓN
e han descrito numerosos problemas fitopatológicos. El
 la presencia de determinadas plagas, que pueden variar
ltivo son diferentes. La polifagia de las plagas, la presencia
ortícolas y de plantas espontáneas durante todo el año así
bles, sobre todo en cultivos bajo plástico, han propiciado el
iones de plagas y el solapamiento de generaciones de forma
ultivo. A continuación se describen brevemente algunas de
ecuentemente al cultivo del melón:
 una de las principales plagas que pueden afectar al melón,
que ocasionan al cultivo como por ser vectores de algunas
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de sus virosis. Trialeurodes vaporariorum (West.) y Bemisia tabaci (Genn.), ambas
pertenecientes al orden Homóptera y familia Aleyrodidae, son las dos especies que
suelen atacar al cultivo del melón (Montserrat, 2000). Los daños directos son debidos a
la succión de savia, ocasionando síntomas de clorosis y debilitamiento de las plantas, y
los indirectos son los ocasionados por la secreción de melaza, sobre la que se
desarrollan hongos que disminuyen la calidad de la cosecha y dificultan el desarrollo
normal de las plantas. Otros daños indirectos son debidos a que son vectores de virus,
principalmente los relacionados con diversos amarilleos del cultivo. En España las dos
especies se han descrito causando síntomas de amarilleos similares en melón. B. tabaci,
transmisora de CYSDV (Cucurbit yellow stunting disorder virus), apareció al principio
de la década de los noventa y ha desplazado a T. vaporariorum, transmisora de BPYV
(Beet pseudo-yellows virus), que fue la especie existente a partir de 1980,
probablemente por los insistentes tratamientos para el control de T. vaporariorum
(Jordá, 1997). En España han sido citados dos biotipos de B. tabaci, 'B' y 'Q', ambos con
eficiencia similar para transmitir CYSDV (Berdiales et al., 1999).
Pulgones: los pulgones pertenecen al orden Homoptera, familia Aphididae. Hay varias
especies que pueden afectar a las plantaciones de melón, siendo la más frecuente y
abundantemente detectada Aphis gossypii Glov., y en menor medida Myzus persicae
Sulz. (Rodríguez-Rodríguez et al., 1997). Producen los mismos tipos de daños que las
moscas blancas: daños directos de alimentación que debilitan las plantas, inyectando
también en este proceso sustancias tóxicas que producen una deformación de las hojas;
expulsión de melaza que recubre la planta, sobre la que se desarrollan hongos saprófitos
del tipo de las fumaginas, que dificulta los procesos fisiológicos de las hojas y deprecian
el valor comercial de los frutos y, por último, transmisión de virus, como CMV
(Cucumber mosaic virus), WMV (Watermelon mosaic virus), ZYMV (Zucchini yellow
mosaic virus), PRSV-W (Papaya ring spot virus - watermelon strain) y CABYV
(Cucurbit aphid-borne yellows virus).
Minadores: se conocen como minadores a las larvas de insectos, del orden Diptera,
familia Agromyzidae, que se desarrollan en el interior de las hojas, produciendo daños
que toman el aspecto de minas o galerías. Las especies que podemos encontrar en el
cultivo del melón son Lyriomiza bryoniae (Kaltenbach), L. huidobrensis (Blanchard), L.
strigata (Meigen) y L. trifolii (Burgess) (Rodríguez-Rodríguez et al., 1997). La
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importancia de cada una de ellas varía en función de los niveles de población que llegan
a alcanzar.
Araña roja: es un ácaro que pertenece a la familia Tetranychidae. Tetranychus urticae
Koch y T. turkestani Ugarov & Nikolski son las especies más frecuentes en los cultivos
de melón (Rodríguez-Rodríguez et al., 1997). Los daños que producen se deben a su
acción directa durante la alimentación, por picaduras principalmente en el envés de las
hojas, y a la reabsorción del contenido celular, manifestándose en el haz de las hojas
como decoloraciones punteadas o manchas amarillo-verdosas. Con poblaciones
elevadas se pueden producir la desecación, defoliación y muerte de las plantas.
Noctuidos: la mayoría de las orugas que pueden afectar al cultivo del melón son
lepidópteros pertenecientes a la familia Noctuidae. Entre las diversas especies destacan:
Spodoptera exigua (Hubner) y Spodoptera littoralis (Boisduval), especies del género
Plusia spp., y ocasionalmente Heliotis spp (Rodríguez-Rodríguez et al., 1997). Las
larvas causan daños durante la alimentación, principalmente por el consumo de hojas y
ocasionalmente en la superficie de los frutos.
Trips: Frankliniella occidentalis (Pergande) (Orden Thysanoptera, familia Thripidae),
es la especie que más importancia tiene en melón (Rodríguez-Rodríguez et al., 1997).
Las larvas y adultos de trips se alimentan de las células vegetales, sobre todo del envés
de las hojas, dejando un aspecto plateado en los órganos afectados que luego se
necrosan. Los daños producidos en frutos consisten en manchas plateadas.
Nematodos: el género Meloidogyne (Orden Tylenchida, familia Heteroderidae) es el
único que causa daños de importancia económica en melón (García-Jiménez, 1997). En
zonas del interior de España, los nematodos constituyen, después de los pulgones, la
plaga con mayor incidencia (Zafra y Martínez, 2001). En las raíces producen unos
abultamientos (agallas o nódulos) que son característicos de esta afección. Estos
engrosamientos provocan la obstrucción de vasos que producen desequilibrios hídricos
e impiden la absorción de sustancias minerales, ocasionando clorosis y enanismo, si la
enfermedad se produce al principio de la plantación, y un colapso total, si se produce
durante la fructificación.
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1.2.2. Enfermedades criptogámicas
Son muchos y muy variados los hongos que pueden ocasionar algún tipo de daño al
cultivo de melón. Sin embargo, muchos de ellos sólo se presentan de manera esporádica
y los daños que ocasionan no suelen ser, por lo general, graves. Por ello, a continuación
se describen algunas de las afecciones que se pueden presentar y ocasionar perjuicios
graves a este cultivo:
Fusarioris: causada por el hongo Fusarium oxysporum f. sp. melonis (L&C) Snyder &
Hansen, perteneciente al orden Ascomicetes de la familia Hypocreales. Se presentan
dos tipos de sintomatología, según cepas (Aparicio et al., 1998): (1) Tipo Yellow, cuyos
síntomas consisten principalmente en amarilleo inicial de las venas que avanza
afectando al limbo y estrías necróticas longitudinales en tallos y peciolos, de las que
exuda goma, que se inician de un color blanco-rosado y acaban secando las ramas
atacadas, exhalando un olor característico de la zona de necrosis y (2) Tipo Wilt, que
producen la marchitez en verde súbita de las plantas sin que amarilleen o desarrollen
color. Se han descrito cuatro razas fisiológicas de F. o. melonis (razas 0, 1, 2 y 1,2) de
las cuales la raza 0 es la más común (González-Torres et al., 1994). En España se han
identificado las cuatro razas (Aparicio et al., 1998).
Oídio: el agente causante de la enfermedad en España es el hongo Sphaerotheca
fuliginea (Schelecht) Pollacci (Torés y Alvarez, 1994), denominado posteriormente S.
fusca (Fr.) Blumer (Braun, 1999), que pertenece al orden Ascomycetes, familia
Erysiphales. Se conocen hasta siete razas fisiológicas, de las cuales, en España, se han
descrito tres, la raza 1, la raza 2 'Europea' y la raza 4 (Olalla, 2001). Los síntomas que
produce consisten en manchas pulverulentas de color blanco en las hojas que
posteriormente confluyen unas con otras, recubriendo toda la planta. Su gran potencial
de colonización reduce la superficie funcional de la hoja, produciendo pérdidas en el
rendimiento y un descenso significativo en la calidad de los frutos.
Mildiu: está causado por Pseudoperonospora cubensis (Berk Curt.) Ros., perteneciente
al orden Oomycetes, familia Peronosporales. El síntoma más frecuente en campo es la
aparición en el haz de la hoja de unas manchas amarillentas irregulares que se van
necrosando, rodeadas por un halo amarillento. Con ataques intensos las hojas atacadas
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se pliegan sobre sí mismas, formando una especie de copa. A continuación, la planta se
deseca y los frutos no maduran bien.
Colapso o muerte súbita: las plantas de melón no tienen un sistema radical muy
vigoroso y el ataque de diversos patógenos a la raíz puede provocar una muerte más o
menos rápida de la planta, generalmente en estados avanzados del cultivo, que es lo que
se conoce como 'colapso' o 'muerte súbita' (García-Jiménez, 1997). Son diversos los
patógenos que pueden provocar esta muerte rápida de las plantas de melón, tanto
fúngicos (Acremonium cucurbitacearum W. Gams et al., Monosporascus sp.,
Rhizoctonia solani Kühn, Didymella bryoniae (Auersw.) Rehm, Macrophomina
phaseolina (Tassi), etc.), como virales (virus de las manchas necróticas del melón,
MNSV) (García-Jiménez et al., 2000; García-Jiménez, 1997; Cuadrado et al., 1993). En
España, la enfermedad se ha convertido, en los últimos años, en el principal factor
limitante de este cultivo, provocando pérdidas económicas importantes y una reducción
de la superficie cultivada (Iglesias y Nuez, 1998).
1.2.3. Enfermedades virales
Las enfermedades de etiología viral constituyen un problema importante en las especies
cucurbitáceas debido a que numerosos virus pueden inducir síntomas en estos cultivos y
originar pérdidas económicas considerables. A nivel mundial, se han descrito más de
cincuenta virus y cuatro viroides capaces de infectar, natural o experimentalmente, una
o más especies de cucurbitáceas (Lovisolo, 1980). Entre ellos, los virus asociados con
enfermedades son del orden de la treintena (Lovisolo, 1980; Lecoq y Pitrat, 1982;
Lovisolo y Lisa, 1983). En la Tabla 1.2 figura la relación de los principales virus que
infectan de forma natural las cucurbitáceas cultivadas.
Entre las especies cucurbitáceas más cultivadas en España, melón, pepino, calabacín y
sandía, las tres primeras son las que presentan más problemas de virosis, siendo la
sandía, en general, menos sensible a virus. En España se han encontrado los siguientes
virus afectando al cultivo del melón: mosaico del pepino (CMV) (García-Luque et al.,
1983; Luis-Arteaga y Álvarez, 1986), mosaico amarillo del calabacín (ZYMV) (Luis-
Arteaga, 1990), mosaico de la sandía (WMV) (Peña-Iglesias y Ayuso-González, 1973;
Luis-Arteaga y Álvarez, 1986), manchas anulares de la papaya cepa sandía (PRSV-W)
(Quiot-Douine et al., 1988; Luis-Arteaga et al., 1998), mosaico de la calabaza (SqMV)
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(Díaz et al., 1989), manchas necróticas del melón (MNSV) (Martínez de Salinas et al.,
1987), virus baciliforme del melón (MVV) (Lovisolo, 1980), pseudoamarilleo de la
remolacha (BPYV) (Berdiales et al., 1999), enanismo y amarilleo de las cucurbitáceas
(CYSDV) (Berdiales et al., 1999), amarilleo de las venas del pepino (CVYV)
(Cuadrado et al., 2001) y amarilleo transmitido por pulgones de las cucurbitáceas
(CABYV) (Lecoq et al., 1994). Entre estos virus, los más importantes, considerando la
gravedad de los daños que provocan en el cultivo del melón y su amplia distribución
mundial, son: CMV, WMV, PRSV-W, ZYMV, SqMV y MNSV. A continuación se
resumen sus principales características, incluyendo una revisión más amplia de aquellos
virus cuyo estudio se va a abordar en este trabajo: CMV, uno de los virus de plantas con
mayor importancia económica en los cultivos hortícolas al aire libre, entre los que se
encuentra el melón; ZYMV, cuya incidencia se ha incrementado considerablemente en
los últimos años y produce enfermedades severas sobre melón, afectando tanto a su
rendimiento como a la calidad de los frutos, y MNSV, virus frecuente en los cultivos
protegidos de melón y puede llegar a ser un factor limitante para su producción.
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Tabla 1.2. Relación y características de los principales virus y viroides que infectan a las cucurbitáceas cultivadas en condiciones naturales en el
mundo.
VECTOR GÉNERO ESPECIE HUESPEDES
NATURALES(1)
DISTRIBUCIÓN
GEOGRÁFICA
REFERENCIAS
Pulgones Carlavirus MUSKMELON VEIN NECROSIS VIRUS P, M EE.UU. Lovisolo, 1980; Lecoq y
Pitrat, 1982
Cucumovirus CUCUMBER MOSAIC VIRUS (Mosaico del pepino-CMV) P, C, M, S Mundial Lovisolo, 1980
Potyvirus CLOVER YELLOW VEIN VIRUS C Europa Lovisolo, 1980; Lecoq y
Pitrat, 1982
ZUCCHINI YELLOW MOSAIC VIRUS (Mosaico
amarillo del calabacín - ZYMV)
P, C, M, S Mundial Lovisolo, 1980; Luis-
Arteaga, 1994
ZUCCHINI YELLOW FLECK VIRUS M, P, S, C Italia, Grecia, Líbano,
Siria
Lovisolo, 1980; Vovlas
et al., 1981
PAPAYA RINGSPOT VIRUS-WATERMELON STRAIN
(Manchas anulares de la Papaya - cepa sandía, PRSV-W)
P, C, M, S Mundial Purcifull et al., 1984c
WATERMELON MOSAIC VIRUS (Mosaico de la sandía-
WMV)
P, C, M, S Mundial Lovisolo, 1980
WATERMELON MOSAIC VIRUS MOROCCO STRAIN P, C, M África, Cuenca
Mediterránea
Lovisolo, 1980;  Meer y
Garnett., 1987; Roggero
et al., 1998
TELFARIA MOSAIC VIRUS C Nigeria Lovisolo, 1980
MELON VEINBANDING MOSAIC VIRUS M Taiwán Luis-Arteaga, 1994
Potexvirus PAPAYA MOSAIC VIRUS C Méjico Noa-Carrazana y Silva-
Rosales, 2001
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Tabla 1.2. Continuación.
VECTOR GÉNERO ESPECIE HUESPEDES
NATURALES(1)
DISTRIBUCIÓN
GEOGRÁFICA
REFERENCIA
Polerovirus CUCURBIT APHID-BORNE YELLOWS VIRUS
(Amarilleo transmitido por pulgones de las cucurbitáceas -
CABYV)
M, P, C Francia, España,
EE.UU., Nepal,
Líbano
Lemaire et al., 1993;
Lecoq et al., 1992;
Abou-Jawdah et al.,
1997; Dahal et al., 1997
Luteovirus BEET WESTERN YELLOWS VIRUS P, S, C Mundial Brunt et al., 1996
Cicádulas Curtovirus BEET CURLY TOP VIRUS P, M, C EE.UU. Lovisolo, 1980
Begomovirus WATERMELON CURLY MOTTLE VIRUS M, S EE.UU. Brown y Nelson, 1986Mosca Blanca
SQUASH LEAF CURL VIRUS C, M, P EE.UU., Arabia Saudí Duffus y Flock, 1982;
Al-Shahwan et al., 2002
WATERMELON CHLOROTIC STUNT VIRUS S Irán, Sudán, Yemen Bedford et al., 1994;
Kheyr-Pour et al., 2000
MELON CHLOROTIC LEAF CURL VIRUS M Guatemala Brown et al., 2001
Crinivirus LETTUCE INFECTIOUS YELLOWS VIRUS M, C, S EE.UU. Duffus et al., 1986;
Halliwell y Johnson,
1992
CUCURBIT YELLOW STUNTING DISORDER VIRUS
(Enanismo y amarilleo de las cucurbitáceas - CYSDV)
P, M, C Emiratos Árabes,
España, Marruecos,
Líbano, América del
Norte
Duffus, 1995; Célix et
al., 1996b; Berdiales et
al., 1999; Abou-Jawdah
et al., 1997; Desbiez et
al., 2000; Dogimont,
2001; Rubio et al., 2001
BEET PSEUDO YELLOWS VIRUS (Pseudo-amarilleo de
la remolacha - BPYV)
P, M EE.UU., Europa,
Japón
Lecoq y Pitrat, 1982;
Liu y Duffus, 1990;
Berdiales et al., 1999;
Dogimont, 2001
Geminivirus CUCURBIT LEAF CURL VIRUS M, C EE.UU., Méjico Brown et al., 2000
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Tabla 1.2. Continuación.
VECTOR GÉNERO ESPECIE HUESPEDES
NATURALES(1)
DISTRIBUCIÓN
GEOGRÁFICA
REFERENCIA
TOMATO LEAF CURL VIRUS M, C Tailandia, India Samretwanich et al.,
2000; Singh et al., 2001
Ipomovirus SQUASH YELLOW LEAF CURL VIRUS C Omán Zouba et al., 1998
CUCUMBER VEIN YELLOWING VIRUS (Amarilleo de
las venas del pepino - CVYV)
P, M Oriente Medio,
España
Lovisolo, 1980; Sela et
al., 1980; Lecoq et al.,
2000; Cuadrado et al.,
2001
Trips Tospovirus WATERMELON SILVER MOTTLE VIRUS (=TOMATO
SPOTTED WILD VIRUS - TSWV-W)
S, M Japón, Taiwan, Brasil Iwaki et al., 1984;
Boiteaux et al., 1994;
Yeh y Chang, 1995
MELON YELLOW SPOT VIRUS M Japón Kato et al., 2000
ZUCCHINI LETHAL CHLOROSIS VIRUS C Brasil Bezerra et al., 1999
Coleópteros Comovirus SQUASH MOSAIC VIRUS (Mosaico de la Calabaza -
SqMV)
C, M, S América, Cuenca
Mediterránea, Japón
Lovisolo, 1980
Nematodos Nepovirus ARABIS MOSAIC VIRUS P, C Europa Lovisolo, 1980
TOBACCO RINGSPOT VIRUS P, C, M, S EE.UU. Lovisolo, 1980
TOMATO BLACK RING VIRUS C Europa Lovisolo, 1980
TOMATO RINGSPOT VIRUS P Canadá, EE.UU.,
Japón
Lovisolo, 1980; Lecoq y
Pitrat, 1982
Hongos Tombusvirus CUCUMBER NECROSIS VIRUS P Canadá Lovisolo, 1980
Carmovirus MELON NECROTIC SPOT VIRUS (Manchas necróticas
del melón = cribado del melón - MNSV)
P, M, S América, Japón,
Europa
Lovisolo, 1980; Luis-
Arteaga, 1994
CUCUMBER SOIL-BORNE VIRUS P Líbano Koenig et al., 1983
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Tabla 1.2. Continuación.
VECTOR GÉNERO ESPECIE HUESPEDES
NATURALES(1)
DISTRIBUCIÓN
GEOGRÁFICA
REFERENCIA
Necrovirus TOBACCO NECROSIS VIRUS P Europa Lovisolo, 1980; Lecoq y
Pitrat, 1982
Aureusvirus CUCUMBER LEAF SPOT VIRUS (Mancha foliar del
pepino - CLSV)
P Inglaterra, Alemana,
Grecia, Jordania,
Bulgaria, España
Weber, 1986; Kostova
et al., 2001a; Segundo
et al., 2001
No clasificado SQUASH NECROSIS VIRUS C Brasil Lecoq et al., 1998
Desconocido Rhabdovirus CUCUMBER TOAD SKIN VIRUS P Francia Lecoq y Pitrat, 1982
MELON VARIEGATION VIRUS (Virus baciliforme del
melón - MVV)
M España Lovisolo, 1980
EGGPLANT MOTTLED DWARF VIRUS P, M Italia, Bulgaria Roggero et al., 1995;
Ciuffo et al., 1999;
Kostova et al., 2001b
Tobamovirus CUCUMBER GREEN MOTTLE MOSAIC VIRUS
(Mosaico moteado verde del pepino - CGMMV)
P, M, S Japón, Europa, India,
Corea
Lovisolo, 1980; Célix et
al., 1996a; Choi, 2001
ZUCCHINI GREEN MOTTLE MOSAIC VIRUS C Corea Ryu et al., 2000
CUCUMBER FRUIT MOTTLE MOSAIC VIRUS P Israel Antignus et al., 2001
Tymovirus MELON RUGOSE MOSAIC VIRUS M, S Yemen Jones et al., 1986
Ourmiavirus OURMIA MELON VIRUS M Irán Lisa et al., 1988
Viroide CUCUMBER PALE FRUIT VIROID P Holanda Lecoq y Pitrat, 1982
(1) M: Melón; P: Pepino; C: Calabacín y/o calabaza; S: Sandía; Los virus encontrados en cucurbitáceas en España aparecen en negrita.
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1.2.3.1. Virus del mosaico del pepino (Cucumber Mosaic Virus - CMV)
Estructura y expresión genómica
El CMV es la especie tipo del género Cucumovirus de la familia Bromoviridae. Su
genoma está constituido por tres componentes de ARN de cadena sencilla denominados
ARN 1, 2 y 3, en sentido decreciente de peso molecular, y dos ARNs subgenómicos,
ARN 4 y 4A. El ARN1 y el ARN2 se encapsidan en partículas diferentes, mientras que
el ARN3 y el ARN4 y posiblemente el ARN2 y el ARN4a se encapsidan juntas (Figura
1.1). Por lo tanto, CMV es un virus multi-componente cuya capacidad para producir
infección precisa los tres tipos de partículas (Gallitelli, 2000). Los ARN 1 y 2 tienen
toda la información necesaria para su replicación en protoplastos. La proteína codificada
por el ARN1 (p1a), de 110 kDa, tiene motivos secuenciales de metiltransferasas y
helicasas y la proteína codificada por el ARN2 (p2a), de 98 kDa, tiene motivos
secuenciales de las ARN polimerasas. El estudio de pseudorrecombinantes obtenidos
por intercambio de los ARNs 1, 2 y 3 de distintas cepas de CMV señala que la proteína
p1a, o el ARN1, está relacionada con la gravedad de síntomas asociada a una mayor
acumulación del virus, y con la capacidad de transmisión por semilla (Hampton y
Francki, 1992; Roossinck y Palukaitis, 1990). El ARN2 también codifica la proteína
p2b que se traduce por el ARN4A subgenómico. Esta proteína tiene un papel en el
transporte del virus en la planta y actúa como un importante determinante de virulencia
(Brigneti et al., 1998; Li et al., 1999). El ARN3 es un ARN dicistrónico que no es
necesario para la replicación en protoplastos pero sí para la infección de plantas. El
marco de lectura abierto (ORF) próximo al extremo 5' codifica una proteína (p3a)
necesaria para el movimiento del virus (Boccard y Baulcombre, 1993; Suzuki et al.,
1991; Ding et al., 1995). El segundo ORF del ARN3 codifica la envuelta proteica (CP),
que se traduce del ARN4 subgenómico. Además de su papel estructural, la CP es
necesaria para el movimiento sistémico y el movimiento célula a célula (Boccard y
Baulcombre, 1993; Taliansky y García-Arenal, 1995). En la CP se han identificado
determinantes de síntomas (Shintaku et al., 1992); de transmisibilidad por pulgones
(Chen y Francki, 1990) y de especificidad de vector (Gera et al., 1979). Algunos
aislados de CMV contienen también un quinto ARN, denominado ARN5. Este ARN
consiste en una mezcla heterogénea de moléculas de un tamaño aproximado de 300
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nucleótidos que contienen la región 3' no codificante de los ARNs 2 y 3 y podría estar
implicado en la replicación del virus (Blanchard et al., 1996). Además de los ARNs
genómicos y subgenómicos, algunas cepas de CMV encapsidan un ARN satélite
(satRNA) (Murant y Mayo, 1982). El satRNA es una pequeña molécula de ARN, cuyo
tamaño varía entre 335 y 405 nucleótidos, completamente dependiente del genoma viral
para su replicación, encapsidado, movimiento en planta y transmisión. Esta molécula no
es necesaria para ninguna función esencial del virus, pero puede atenuar o agravar los
síntomas inducidos por el virus auxiliar (Gallitelli, 2000). La presencia de ARNs
satélites se ha correlacionado con concentraciones bajas del virus en las plantas
infectadas y con una menor eficiencia de transmisión a partir de las plantas infectadas
con satRNA (Escriu et al., 2000).
Figura 1.1. Estructura del genoma de CMV, constituido por tres moléculas de ARN
(ARN-1, ARN-2, ARN-3). El ORF 2b se expresa a partir de un RNA adicional que
puede o no ser encapsidado. El ORF de la CP se expresa a partir de un RNA que
normalmente se encapsida (ARN-4) (Adaptada de Van Regenmortel et al., 2000).
ORF 1a  5'   3'ARN-1
(± 3,4 kb)
p1a (110 K)
ORF 2a  5'   3'ARN-2
(± 3,0 kb)
p2a (98 K)
ORF 2b
 p2b (11 K)
ORF 3a  5'   3'ARN-3
(± 2,2 kb)
   p3a (32 K)
ORF CP
  5'   3'ORF CP
ARN-4
(± 1,0 kb)
   CP (24 K)
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Distribución geográfica
El CMV fue descrito por primera vez en 1916 como agente causal de una enfermedad
de pepino y melón en Michigan (Doolittle, 1916, citado por Palukaitis et al., 1992) y de
pepino en Nueva York (Jagger, 1916, citado por Palukaitis et al., 1992). Está distribuido
por todo el mundo, tanto en países tropicales como en países de clima templado
(Francki et al., 1979). El CMV es el virus más importante de los cultivos de
cucurbitáceas en Argentina, China, Francia, Grecia, Italia, Japón, Polonia, Portugal,
España, Suiza, Gran Bretaña y EEUU, en otros países, el CMV es el segundo o el tercer
virus en importancia (Tomlinson, 1987).
Hay numerosos trabajos que ponen de manifiesto la importancia económica del CMV
en el área mediterránea, donde es capaz de producir epidemias y pérdidas económicas
considerables en diferentes cultivos como tomate, melón, pimiento, sandía, pepino,
calabacín y apio, en los que la infección llega a alcanzar niveles del 100% y es frecuente
que se den infecciones mixtas con otros virus como TSWV (Tomato spotted wilt virus),
AMV (Alfalfa mosaic virus), PVY (Potato virus Y) y potyvirus de cucurbitáceas (Jordá
et al., 1992; Crescenci et al., 1993; Luis-Arteaga et al., 1998; Varveri y Boutsika, 1999;
Kyriakopoulou et al., 2000; Gallitelli, 2000).
Rango de huéspedes y sintomatología
El CMV presenta una gama de huéspedes muy amplia; afecta a más de 1000 especies de
464 géneros pertenecientes a 100 familias botánicas de monocotiledóneas y
dicotiledóneas, principalmente a crucíferas, solanáceas, compuestas, papilionáceas y
cucurbitáceas, en orden decreciente por el número de especies sensibles (Douine et al.,
1979; Edwarson y Christie, 1986a).
En España, el CMV se ha encontrado en los siguientes cultivos hortícolas: pepino,
melón, calabacín, calabaza, sandía, tomate, pimiento, acelga, espinaca, berenjena,
tabaco, judía, apio, borraja y lechuga (Peña Iglesias, 1977; García Luque et al., 1983;
Luis-Arteaga y Gil-Ortega, 1983; Luis-Arteaga y Alvarez, 1986; Luis-Arteaga et al.,
1988, 1998; Jordá et al., 1988, 1992).
El síntoma más común producido por CMV es el mosaico; sin embargo, la gravedad de
la enfermedad, así como los síntomas inducidos, pueden variar como consecuencia de la
elevada variabilidad genética del virus. El CMV puede producir síntomas severos en
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todas las cucurbitáceas; los síntomas más observados en los principales cultivos de esta
familia se describen a continuación (Lecoq y Pitrat, 1982; Lovisolo y Lisa, 1983). En
pepino produce mosaico, reducción del crecimiento y marchitez en las hojas y en los
frutos, mosaico, decoloración y deformación. En calabacín induce mosaico en las hojas
con manchas verde oscuro, hojas arrugadas, enrolladas y asimétricas y, en los frutos,
mosaico y depresiones. En melón provoca mosaicos foliares con manchas de color
verde claro-verde oscuro, reducción del crecimiento de las plantas y moteado en los
frutos. En sandía se observa mosaico, abullonado y deformación en las hojas y mosaico
en los frutos.
Transmisión
Es transmitido, de forma no persistente, por más de 80 especies de pulgones de 33
géneros de los cuales Aphis gossypii Glover y Myzus persicae Sulz son dos vectores
importantes (Francki et al., 1979; Edwarson y Christie, 1986a). Algunas cepas de CMV
se transmiten deficientemente o no se transmiten por pulgones. Estas diferencias en la
capacidad de transmisión no sólo son atribuibles a diferencias en la composición de
aminoácidos de la cápsida del virus sino también a segmentos específicos del genoma
(Zitter y Gonsalves, 1991), cuya estructura puede afectar a las interacciones
proteína/proteína o ARN/proteína con un impacto importante en la estabilidad de las
partículas. Además puede ser transmitido por la semilla de algunas especies silvestres
(Tomlinson et al., 1970) y cultivadas como Phaseolus vulgaris L. (Bos y Maat, 1974;
Marchoux et al., 1977; Davis et al., 1981) y Spinacea oleracea L. (Yang et al., 1993),
pero no se ha encontrado transmisión por la semilla de las especies solanáceas (tomate,
pimiento, tabaco y berenjena) y cucurbitáceas (melón, pepino, calabaza y sandía)
cultivadas. Experimentalmente, el CMV es fácilmente transmisible de forma mecánica.
Control
El control del CMV, transmitido por pulgones de forma no persistente, es complicado
debido a que los tratamientos insecticidas para la eliminación del vector no resultan
totalmente eficaces. La actuación de los insecticidas no es lo suficientemente rápida
para prevenir la inoculación del virus por los pulgones durante las comidas de prueba
que efectúa en las plantas huésped, aunque tratamientos aplicados adecuadamente
pueden reducir la incidencia de la enfermedad porque se eliminan los pulgones antes de
que visiten a otras plantas.
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La bibliografía señala la conveniencia de una estrategia de lucha integrada asociando
diferentes métodos con el objetivo de impedir el contacto de los pulgones con las
plantas sanas y de eliminar los posibles reservorios del virus y de los pulgones (Lecoq y
Pitrat, 1982; Nameth et al., 1986; Perring et al., 1989; Lecoq, 1992). Se recomienda el
empleo de acolchado plástico reflectante (transparente o plateado), cubiertas
agrotextiles, mantas térmicas, trampas amarillas para captura de pulgones,
pulverizaciones con aceites minerales, eliminación de malas hierbas en las parcelas y
sus alrededores y la protección de los semilleros para evitar contaminaciones precoces.
Sin embargo, la utilización de variedades resistentes a los virus y/o a los vectores
constituye el mejor método de control para un virus con estas características. Se han
descrito resistencias a CMV en varias líneas de melón: en la línea 'Freeman's cucumber',
controlada por tres genes recesivos (Karchi et al., 1975), en los cultivares japoneses
'Mitangcheng' y 'Shirourinigo' gobernada por dos y tres pares de genes complementarios
respectivamente (Takada, 1979) y en la línea coreana 'PI 161375' cuyo control genético
es oligogénico recesivo (Risser et al., 1977). En pepino, el desarrollo de cultivares
resistentes a CMV ha contribuido notablemente a mejorar los rendimientos y la calidad
de este cultivo (Nuez y Esteva, 1994). Según distintos estudios, la resistencia en pepino
está controlada por tres genes dominantes (Shifriss et al., 1942), por un gen dominante
(Wasuwat y Walker, 1961) o por tres genes dominantes con posibles modificadores
(Kooistra, 1969). En calabaza se han descrito numerosas fuentes de resistencia en
Cucurbita moschata Dutch. 'Puerto Rico', 'Boringuen', y 'Fortuna', utilizables para ser
introducidas en C. pepo (Shifriss y Cohen, 1974; Pink, 1987). La sandía es una especie
resistente a la mayoría de las cepas de CMV. Sólo se ha descrito un aislado de CMV
con capacidad para afectar a este cultivo, sin que se conozcan fuentes de resistencia al
mismo (Provvidenti, 1989). En melón, se ha descrito resistencia a la transmisión del
CMV por Aphis gossypii en la línea 'PI 161375', controlada por el gen Vat (Lecoq et al.,
1980).
Por otro lado la biotecnología ha proporcionado nuevas oportunidades para diversificar
los mecanismos de resistencia a CMV. Se han obtenido niveles significativos de
resistencia a CMV en melón mediante la introducción del gen de la proteína de la
cápsida en líneas transgénicas (Fuchs et al., 1997). Otra estrategia es la introducción de
ribozimas dirigidas hacia secuencias del ARN que codifican la cápsida proteica del
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CMV, que han resultado efectivas en la protección de melón contra varias cepas del
virus (Lecoq et al., 1998).
Variabilidad de los aislados
Los aislados de CMV muestran variabilidad según el rango de huéspedes, la capacidad
patogénica, la eficiencia en la replicación, la replicación del ARN satélite y/o la
eficiencia para su transmisión por el vector (Palukaitis et al., 1991). Debido a esta
elevada variabilidad, tanto fenotípica como genética, los diferentes aislados de CMV se
han clasificado de acuerdo con: sus propiedades biológicas de sintomatología que
producen en especies indicadoras, sus propiedades serológicas, mapeo de péptidos de la
proteína de la cápsida y la similitud de secuencias de los ARNs genómicos,
preferentemente en dos subgrupos denominados Subgrupo I y Subgrupo II. La
variabilidad biológica, serológica y molecular del CMV, se revisarán más
detalladamente en el Capítulo 2.
1.2.3.2. Virus de las manchas necróticas del melón (Melon necrotic spot virus -
MNSV)
Estructura y expresión genómica
El MNSV es una especie del género Carmovirus de la familia Tombusviridae (Van
Regenmortel et al., 2000). Su organización genómica, la probable estrategia de
traducción y la secuencia de aminoácidos de sus proteínas coinciden con los
Carmovirus conocidos, sin embargo, existen evidencias que hacen que el MNSV difiera
de este grupo (Riviere et al., 1989; Riviere y Rochon, 1990). La comparación entre la
secuencia de su CP con las de otros virus indica que está más próximo al grupo de los
Tombusvirus (Riviere et al., 1989). Sin embargo, las propiedades de la replicasa (p89)
sugieren que MNSV podría clasificarse en un nuevo supergrupo junto a otros virus que
comparten estas propiedades (Riviere y Rochon, 1990).
El MNSV está constituido por partículas isométricas de 30 nm de diámetro que
contienen ARN monocatenario de una longitud aproximada de 4,3 kb. El tamaño de la
proteína varía según autores: 46 kDa (Bos et al., 1984), 45 kDa (Tomlinson y Thomas,
1986) o 41 kDa (Matsuo et al., 1991).
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Existen tres aislados de MNSV cuyo genoma ha sido secuenciado completamente: uno
holandés (D) (Riviere y Rochon, 1990) y dos japoneses (NH y NK) (Ohshima et al.,
2000). Los mapas genómicos de estos aislados coinciden y sus ORFs codifican para
cinco proteínas (Figura 1.2).
El ORF del extremo 5' codifica dos proteínas de 29 y 89 kDa respectivamente (p29 y
p89). La función de la proteína p29 es desconocida. La proteína p89 parece estar
implicada en la replicación del virus, debido a que comparte un alto grado de similitud
con la secuencia de aminoácidos de las polimerasas de algunos virus: Carnation mottle
virus (CarMV) (Guilley et al., 1985), Turnip crinkle virus (TCV) (Carrington et al.,
1989), Cucumber necrosis virus (CNV) (Rochon y Tremaine, 1989), y Barley yellow
dwarf virus (BYDV) (Miller et al., 1988).
Figura 1.2. Organización genómica y probable estrategia de traducción de MNSV
(Riviere y Rochon, 1990). La posición nucleotídica está indicada por números debajo de
las regiones codificantes. El tamaño aproximado del ARN que sirve de molde para la
traducción se indica a la derecha en kb. Las flechas indican los codones de terminación
propuestos para la finalización de la síntesis proteica.
     UAG 88     892      2460
4.3  kb
      p7A   p7B
2442     2825
  2637
   2815     3984
     UAG
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1.6  kb
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El ORF del extremo 3' codifica la cápsida proteica (CP) de 42 kDa. Se han determinado
las secuencias nucleotídicas del gen p42 de cuatro aislados japoneses (NH, NK, S y H)
y uno holandés (D) (Riviere et al., 1989; Ohshima et al., 1994; Ohshima et al., 2000).
El análisis comparativo de estas secuencias ha demostrado que las proteínas de la
cápsida de estos cinco aislados presenta una homología alta, que varía del 95,1 al 99%;
el mismo análisis comparativo de dos aislados japoneses, NH y NK, con otros
Carmovirus presenta una homología entre el 31 y el 34% (Oshima et al., 1994).
Por último, con localización central hay 2 pequeños ORFs cada uno de los cuales
codifica una proteína de 7 kDa (p7A y p7B) (Riviere y Rochon, 1990). Entre las
proteínas p7A de los dos aislados japoneses, NH y NK, sólo existe un aminoácido de
diferencia: la proteína p7A del aislado NH tiene una serina en la posición 16 mientras
que el aislado NK tiene una isoleucina (Ohshima et al., 2000). Varios autores han
propuesto que esta proteína está implicada en el movimiento ('proteína del movimiento')
de los Carmovirus (Riviere y Ronchon, 1990; Marcos et al., 1999). Los aislados NH y
NK difieren en la frecuencia con la que inducen infección sistémica en Cucumis melo L.
(Matsuo et al., 1991). NK produce sólo reacción local, mientras que NH produce
también infección sistémica, lo que sugiere que la serina de la posición 16 en la proteína
p7A podría estar implicada en el movimiento de MNSV (en este caso en el movimiento
que origina la infección sistémica) (Ohshima et al., 2000).
Distribución geográfica
MNSV fue descrito por primera vez en Japón sobre melón cultivado en invernadero
(Kishi, 1966, citado por Hibi y Furuki, 1985). Posteriormente, ha sido identificado en
cultivos protegidos de cucurbitáceas en varios países: sobre melón en Francia (Marrou y
Risser, 1967; Lecoq y Pitrat, 1982), EEUU (González-Garza et al., 1979), Grecia
(Avgelis, 1985), Suecia (Ryden y Persson, 1986) e Italia (Tomassoli et al., 1999) donde
también se ha señalado en cultivo de melón al aire libre (Tomassoli y Barba, 2000);
sobre pepino en Holanda (Bos et al., 1984), Gran Bretaña (Tomlinson y Thomas, 1986),
Grecia (Avgelis, 1990) y Noruega (Blystad y Nes, 1995) y sobre sandía en Grecia
(Avgelis, 1989).
En España, comenzaron a observarse síntomas característicos de la enfermedad en
cultivos protegidos de melón en la zona de Almería en 1984; estos síntomas se
asociaron con MNSV el cual fue detectado mediante transmisión a especies indicadoras
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(Luis-Arteaga, 1986). En esta zona, tuvo lugar una elevada incidencia de la enfermedad
en melón, llegando a infectar hasta el 50% de las plantas, a partir de las cuales se aisló y
caracterizó un aislado de MNSV (Martínez de Salinas et al., 1987). La extensión de la
enfermedad en Almería fue aumentando hasta llegar a constituir un factor limitante para
el melón en esta zona (Cuadrado et al., 1993). Con posterioridad se ha localizado en
otras áreas de Andalucía y también en otras provincias como Murcia y Alicante (Juárez
et al., 1993). El virus fue detectado a partir de tejido de la zona del hipocotilo en plantas
de sandía con síntomas de marchitez, procedentes de cultivos de invernadero de
Almería (Cuadrado et al., 1993, Sáez, resultados sin publicar). También ha sido citado
en pepino (Juárez et al., 1993), aunque no parece constituir un problema importante en
la especie. En Zaragoza, en 1986 fue detectado en parcelas experimentales sobre plantas
aisladas de melón, siendo probablemente la semilla la fuente de infección (Luis-
Arteaga, 1994). También se ha encontrado en cultivos al aire libre de melón en Murcia
y Alicante (Juárez et al., 1993).
Rango de huéspedes y sintomatología
El MNSV es un virus endémico de los cultivos protegidos de cucurbitáceas, que afecta a
melón, pepino y sandía. En estos cultivos, los síntomas descritos, en hojas jóvenes,
consisten en manchas cloróticas que rápidamente evolucionan a necróticas dándole a la
hoja un aspecto de "cribado"; estas manchas pueden extenderse a todo el tejido y formar
manchas de gran tamaño que se desecan (Marrou y Risser, 1967; Bos et al., 1984;
Avgelis, 1985, 1989; Juárez et al., 1994). En hojas adultas de melón pueden aparecer
manchas necróticas que se extienden por los nervios, síntoma conocido como 'enrejado'
(Ryden y Persson, 1986; Cuadrado et al., 1993; Juárez et al., 1994). En melón y sandía,
se forman también estrías necróticas que pueden aparecer a lo largo del hipocotilo, tallo,
ramas principales o peciolos (Avgelis, 1985, 1989; Cuadrado et al., 1993; Juárez et al.,
1994; Tomassoli y Barba, 2000). En melón, las estrías suelen aparecer principalmente
cerca de la base del tallo y a veces constituyen el único síntoma de la enfermedad
(Avgelis, 1985; Cuadrado et al., 1993; Tomassoli y Barba, 2000). En melón y sandía,
estos síntomas en ocasiones evolucionan hasta el marchitamiento y la muerte de la
planta, que en sandía puede estar precedida de un amarilleo de las hojas viejas (Avgelis,
1985, 1989; Cuadrado et al., 1993; Juárez et al., 1994; Tomassoli y Barba, 2000). En
frutos de melón los síntomas consisten en corteza rugosa con zonas acorchadas y
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moteado interno (Marrou y Risser, 1967), manchas hundidas como 'empapadas en agua'
en la corteza (Ryden y Persson, 1986), reducción del crecimiento y en ocasiones
lesiones necróticas (Juárez et al., 1994). En sandía, las plantas afectadas mueren y no
llegan a producir frutos (Avgelis, 1989). En pepino, cuando MNSV se presenta en
infección mixta con CGMMV (cucumber green mottle mosaic virus), que normalmente
no produce síntomas en fruto, los frutos muestran manchas cloróticas hundidas con
bordes de color verde oscuro como empapados en agua (Bos et al., 1984). Tomlinson y
Thomas (1986) observaron, en un invernadero de pepino con más de un 60% de
infección, una reducción considerable de la producción, sin embargo, los frutos
formados a partir de plantas enfermas no presentaron ningún síntoma. En España, los
síntomas en pepino son similares a los de melón, aunque no suele presentarse necrosis
en tallo ni en fruto; sin embargo, puede haber una reducción de la producción (Juárez et
al., 1994).
Transmisión
En la naturaleza está transmitido por el hongo del suelo Olpidium bornovanus
(Sahtiyanci) Karling (Campbell y Sim, 1994; Campbell et al., 1996) (=O. radicale
(Tomlinson y Thomas, 1986), =O. cucurbitacearum (Lange y Insunza, 1977). La
inactivación del virus por tratamiento con ácido clorhídrico sugiere que el MNSV es
adsorbido externamente por la superficie del hongo vector (Furuki, 1981). También se
ha descrito transmisión por la semilla de melón en porcentajes que varían, según
autores, del 1% al 22,5% (Kishi, 1966; Gonzalez-Garza et al., 1979; Avgelis, 1985). En
la transmisión por semilla, el hongo vector juega un papel importante en la adquisición
y transmisión del virus y, según Furuki (1981), la enfermedad no llega a desarrollarse
en plantas procedentes de semillas infectadas si el vector no está presente. Este autor
propuso, para este tipo de transmisión, el término 'transmisión por semilla dependiente
del vector' ('vector-dependent seed transmission'). Posteriormente se observó
transmisión del virus en ausencia del vector, aunque en porcentajes muy reducidos
(0.1%) (Campbell y Lecoq, 1996). Estos autores propusieron el término de 'transmisión
por semilla asistida por el vector' ('Vector assisted seed transmission', VAST), dado que
el virus puede estar en la semilla independientemente del vector, e incluso llegar a
producirse infección en ausencia del hongo. En EEUU se ha señalado transmisión por
los coleópteros Diabrotica undecimpunctata y D. balteata, en porcentajes que varían
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del 13 al 8%, respectivamente (Coudriet et al., 1979). En Francia se ha citado
transmisión mecánica durante las labores de poda y por el contacto entre las hojas
(Blancard et al., 1991). Experimentalmente, el MNSV es fácilmente transmisible de
forma mecánica.
Control
Para el control de MNSV hay que considerar, entre otros factores, su modo de
transmisión, debido a que MNSV puede sobrevivir en las esporas de resistencia del
vector Olpidium bornovanus, las cuales pueden conservarse en el suelo durante años
(Tomlinson y Thomas, 1986), a profundidades de al menos 40 cm (Gómez y Velasco,
1991). La erradicación en un suelo contaminado de este tipo de estructuras de
conservación puede constituir un método de prevención de virosis en años posteriores.
Con este objetivo, se han citado distintos tratamientos de desinfección del suelo
mediante bromuro de metilo, cloropicrina o vapor de agua (Blancard et al., 1991). El
bromuro de metilo parece el método más eficaz para controlar el hongo (Gómez et al.,
1993), sin embargo la disminución de O. bornovanus en el suelo no asegura una
disminución de la enfermedad (Avgelis, 1985; Gómez et al., 1993). Además hay
dificultades para la realización de tratamientos con bromuro de metilo, que no podrá ser
empleado en los países industrializados a partir de enero del año 2005. En cultivos sobre
lana de roca conviene esterilizar el sustrato con vapor de agua (Bos et al., 1984); así
como evitar la reutilización del sustrato donde se hayan desarrollado plantas enfermas
(Blancard et al., 1991). La utilización del mojante Agral (oxido de alquil fenol etileno)
como aditivo en las soluciones nutritivas, a la concentración de 20 µg/ml, también ha
mostrado ser un método efectivo debido a su capacidad para eliminar las zoosporas del
hongo vector (Tomlinson y Thomas, 1986).
Por otro lado, el injerto de plantas sobre patrones resistentes a patógenos del suelo es un
método de lucha eficaz contra determinadas enfermedades. En Holanda se recomienda
injertar las plantas de pepino sobre Cucurbita ficifolia, como método de lucha contra
Phomosis scleotioides, y el mismo patrón parece válido parta combatir el MNSV (Bos
et al., 1984). En melón, el injerto del cultivar Yuhbariking en un cultivar de calabaza
inmune ha resultado eficaz para el control de la enfermedad (Yoshida y Goto, 1987). En
Almería el estudio de injertos de melón eficaces para controlar la enfermedad causada
por MNSV, en condiciones de cultivo intensivo, parece haberse decantado por los
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porta-injertos RS-844 y Benincasa cerifera (Gómez et al., 1993). Sin embargo, el
porcentaje de plantas muertas al final del cultivo ponen en entredicho su utilización en
invernaderos comerciales (Gómez et al., 1993). Dichas muertes podrían deberse a
alguna enfermedad de etiología desconocida o bien a una falta de afinidad total entre los
patrones y el cv. Gallicum injertado (Gómez et al., 1993). En sandía, el injerto es una
práctica habitual en esta zona para la lucha contra las enfermedades del suelo. Se realiza
sobre un híbrido de calabaza (Cucurbita maxima x C. moschata), denominado patrón
Shintoza, que también resulta eficaz para el control de MNSV. Este patrón presenta
cierto grado de incompatibilidad con el melón.
El uso de semilla sana constituye un método efectivo para prevenir la infección primaria
por MNSV. Prospecciones realizadas en invernaderos de melón, pepino y sandía de la
provincia de Almería ponen de manifiesto la presencia de O. bornovanus en la mayoría
de los invernaderos, así como en el agua de riego, que puede constituir la vía de entrada
del hongo (Gómez y Velasco, 1991). En estas condiciones, el uso de semillas
contaminadas supone una fuente de virus para el hongo vector, que lo adquiere a partir
de ellas y lo transmite al resto de las plantas.
Otros métodos de control citados para MNSV son: la rotación de cultivos con maíz o
pratenses durante 1 ó 2 años (Yoshida y Goto, 1987) y la desinfección de los utensilios
de poda, con fosfato sódico o lejía (Blancard et al., 1991).
Sin embargo, el mejor método de control para combatir enfermedades de naturaleza
viral es el uso de cultivares resistentes. Existen variedades de melón que no muestran
síntomas tras la inoculación mecánica con MNSV. Este comportamiento se ha detectado
en los cultivares de tipo Cantaloup americano 'Improved Gulfstream', 'Perlita', ’Platers
Jumbo' y 'PMR-5'; en la línea de mejora WMR29 (16995-M1) y en el melón tipo
'Honey Dew' PMR 61090 (González-Garza et al., 1979). La resistencia a MNSV en las
variedades 'Improved Gulfstream', 'Platers Jumbo' y 'PMR-5' está controlada por un
único gen recesivo denominado nsv (Coudriet et al., 1981). También se ha detectado
este mismo mecanismo de resistencia en la línea coreana 'PI 161375' (Maestro, 1992).
La resistencia controlada por este alelo recesivo nsv es la única descrita para MNSV. En
pepino y sandía no se han descrito resistencias a este virus.
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Variabilidad de los aislados
Aislados de MNSV estudiados en Japón (Furuki, 1981; Matsuo et al., 1991), EEUU
(González-Garza et al., 1979) y Europa (Bos et al., 1984; Avgelis, 1985; Tomassoli et
al., 1999; Tomassoli y Barba, 2000) parecen diferir muy poco en el rango de huéspedes
y en su sintomatología, aunque no se han realizado comparaciones directas. El rango de
huéspedes experimentales de MNSV es limitado y, para la mayoría de los aislados, se
reduce a unas pocas especies de cucurbitáceas. Por otro lado, también se han descrito
aislados capaces de infectar especies no cucurbitáceas como Chenopodium
amaranticolor y C. quinoa (Marrou y Risser, 1967); Vigna unguiculata (Hibi y Furuki,
1985); Gomphrena globosa (Avgelis, 1989; Avgelis, 1990), Nicotiana benthamiana y
N. clevelandii (Avgelis, 1989). Además, recientemente se ha encontrado en España un
aislado de MNSV con capacidad para infectar variedades de melón portadoras del gen
de resistencia nsv en homocigosis (Díaz et al., 2000, 2002).
La variabilidad biológica, serológica y molecular del MNSV se presenta con más detalle
en el Capítulo 2.
1.2.3.3. Virus del mosaico amarillo del calabacín (Zucchini yellow mosaic virus -
ZYMV)
Estructura y expresión genómica
El virus del mosaico amarillo del calabacín pertenece al género Potyvirus de la familia
Potyviridae. Tiene partículas en forma de filamentos flexuosos de 750 nm de longitud y
11 nm de diámetro que contienen ARN de cadena sencilla, cuyo tamaño aproximado es
de 9.600 nucleótidos (Desbiez y Lecoq, 1997). El ARN genómico se encuentra unido
covalentemente en el extremo 5' a una proteína denominada VPg y el extremo 3' está
poliadenilado (Desbiez y Lecoq, 1997). El ARN codifica una poliproteína que se
procesa proteolíticamente en 8 proteínas funcionales (Restrepo-Hartwing y Carrington,
1992) (Figura 1.3). Las proteínas NIa, HC y P1 tienen actividad proteolítica y se
requieren para el procesamiento completo de la poliproteína traducida a partir del ARN
viral. Las proteínas CI, VPg y NIb forman el complejo de replicación asociado a la
membrana, en el que al parecer también están implicadas las proteínas 6K1y 6K2
(Shukla et al., 1994) y la proteína P3 (Rodriguez-Cerezo et al., 1993). En el movimiento
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de los potyvirus en la planta parecen estar implicadas las proteínas P1, CI, HC y CP
(Shukla et al., 1994). La proteína de la cápsida (CP) está compuesta por 279
aminoácidos y tiene un tamaño de 31.214 Da (Grumet y Fang, 1990). El genoma de
ZYMV se ha secuenciado completamente (Baker et al., 1992). Además se ha descrito la
secuencia de aminoácidos de la proteína de la cápsida y de la región 3' no codificante de
varias cepas de ZYMV procedentes de Florida (Quemada et al., 1990), Connecticut
(Grumet y Fang, 1990), Israel (Gal-On et al., 1990), Singapur (Lee et al., 1993), Japón
(Kundu et al., 1997), Hungría (Tobias et al., 1998), Taiwán (Lin et al., 2000), Chile
(Prieto et al., 2001), Islas del Caribe (Desbiez et al., 2002), Austria, Alemania, Italia y
Eslovenia (Pfosser y Baumann, 2002), así como la secuencia del extremo 5' terminal de
la región codificante de la proteína P1 de tres cepas procedentes de Australia (Wisler et
al., 1995).
Figura 1.3. Estructura del genoma de ZYMV, poliproteína codificada por el genoma y
principales funciones de algunas de las proteínas (Adaptada de Van Regenmortel et al.,
2000)
El virus induce inclusiones cilíndricas (CI) en el citoplasma de las células de los tejidos
infectados. La asociación de estas inclusiones con estructuras de la pared celular,
probablemente con los plasmodesmos, sugiere un posible papel en el transporte célula a
célula (Rodríguez-Cerezo et al., 1997). Además, su asociación con la proteína P3
5'
P1   HC      P3      CI   NIa      NIb           CP
6K1 6K2
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sugiere que las CIs, al igual que esta proteína, están implicadas en la replicación del
ARN viral (Rodríguez-Cerezo et al., 1993). Se ha descrito la secuencia de aminoácidos
de la proteína de las inclusiones de un aislado procedente de Singapur (Lee et al., 1997)
y de dos aislados japoneses (Kundu et al., 1999). La secuencia de los genes de las
inclusiones citoplasmáticas también se ha determinado, de forma parcial, en aislados
procedentes de Australia, Alemania, Italia y Eslovenia (Pfosser y Baumann, 2002).
Distribución geográfica
El ZYMV fue descrito por primera vez en 1981 en Italia sobre Cucurbita pepo (Lisa et
al., 1981) y en Francia, sobre Cucumis melo con el nombre de 'virus du
rabougrissement jaune du melon' (Lecoq et al., 1981); posteriormente se verificó que
ambos virus eran idénticos serológicamente (Lecoq et al., 1983) . A partir de 1981 ha
sido encontrado en numerosos países de los cinco continentes (Desbiez y Lecoq, 1997).
En España, el ZYMV está ampliamente distribuido en los cultivos de cucurbitáceas,
tanto en invernadero como al aire libre (Luis-Arteaga, 1990).
Rango de huéspedes y síntomatología
Se ha encontrado infectando de forma natural las especies cucurbitáceas cultivadas
(Desbiez y Lecoq, 1997) y algunas silvestres, como Melothria pendula en Florida
(Adlerz et al., 1983) y Cayaponia tibiricae Congn. en Brasil (Yuki et al., 1999). En
España, ha sido aislado de calabacín, melón, pepino y sandía (Lecoq et al., 1983; Lecoq
y Pitrat, 1984; Luis-Arteaga, 1986, 1990; Cuadrado-Gómez y Moreno-Gómez, 1987;
Luis-Arteaga y Álvarez, 1989; Luis-Arteaga et al., 1998). Además de las especies
cucurbitáceas se han encontrado como huéspedes naturales Sisymbrium irio L., Crepis
aspera L., Moluccella leavis (Al-Musa, 1989 a y b), Lamium amplexicaule L.,
Trigonella foenum-graecum L., Ranunculus sardous Crantz y Torenia fournieri Linden
ex E. Fourn (Perring et al., 1992).
Produce síntomas severos en todas las cucurbitáceas cultivadas que infecta. En España
se han observado los siguientes síntomas (Luis-Arteaga, 1994): sobre calabacín,
mosaico y/o amarilleo foliar, con deformaciones y filiformismo acusado, y frutos con
mosaico, bultos y deformaciones. En melón, reducción del crecimiento y desarrollo de
las plantas; en hojas, amarilleo generalizado con zonas necróticas en limbo y peciolo,
mosaico con ampollas de color verde oscuro, asimetría y filiformismo; retraso en la
floración, aborto de flores, reducción del número y tamaño de los frutos y alteración de
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la forma y calidad de los mismos, que presentan grietas externas y manchas internas de
color marrón. Sobre pepino, mosaico foliar en manchas verde oscuro situadas a lo largo
de los nervios, con ampollas, abullonado y asimetría del limbo; sobre frutos se observa,
a veces, mosaico y habitualmente, reducción del tamaño y deformaciones, por lo que
son difícilmente comercializables. En sandía mosaico foliar y frutos deformes con
bultos.
Estudios realizados sobre la detección de ZYMV en cultivos de cucurbitáceas en España
señalan a este virus, tanto en invernadero como al aire libre, responsable de daños que
pueden llegar a ser considerables, dependiendo de la fecha de infección (Luis-Arteaga,
1990). Las infecciones durante los primeros estados de desarrollo de la planta impiden
el cuajado de los frutos, mientras que las infecciones durante la floración producen
frutos con abultamientos y protuberancias que los deprecian comercialmente
(Provvidenti et al., 1984).
El rango de huéspedes experimentales de ZYMV incluye especies de 11 familias de
dicotiledóneas, de las cuales, aquellas que no pertenecen a las cucurbitáceas, presentan
normalmente lesiones locales o infección latente (Lisa et al., 1981; Lecoq et al., 1981;
Provvidenti et al., 1984).
Transmisión
El ZYMV es transmitido por pulgones de forma no-persistente, estando citadas Aphis
citricola Van der Goot, A. gossypii Glov., Myzus persicae Sulz. y Macrosiphum
euphorbiae Thomas como las especies más eficientes (Lisa y Lecoq, 1984). En la
transmisión del virus por pulgones intervienen dos proteínas virales: la proteína de la
cápsida (CP) y una proteína no estructural codificada por el genoma viral, conocida
como factor de transmisión (HC, 'helper component'). Existen aislados de ZYMV no
transmisibles por pulgones, debido a deficiencias en alguna de estas proteínas, los
cuales pueden ser transmitidos cuando se presentan en infecciones mixtas con otros
potyvirus que proporcionan la proteína funcional complementaria (Bourdin y Lecoq,
1991; Lecoq et al., 1993).
Varios autores han estudiado la transmisión del ZYMV por la semilla de cucurbitáceas.
Existen citas de la existencia de transmisión por semilla en Cucurbita pepo, en
porcentajes que varían entre 0,047% y 18% (Schrijnwerkers et al., 1991; Walkey, 1989;
Davis y Mizuki, 1986) y en Ranunculus sardous Crantz con un porcentaje de
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transmisión del 1,3% (Al-Musa, 1989a). En melón no se ha encontrado este tipo de
transmisión, pero se ha señalado que la infección por el virus reduce el peso, el poder
germinativo y la producción de semillas (Lecoq et al., 1981).
Experimentalmente, se puede transmitir fácilmente por inoculación mecánica a especies
indicadoras (Lisa y Lecoq, 1984; Luis-Arteaga, 1990).
Control
Los métodos de lucha citados para el CMV, transmitido también por pulgones de forma
no-persistente, se pueden aplicar para el control de ZYMV. Se ha citado, como método
específico contra ZYMV, en calabacín, melón y pepino, la protección cruzada
utilizando una variante del virus que produce síntomas suaves en calabacín (Lecoq et
al., 1991b; Wang et al., 1991; Walkey et al., 1992; Perring et al., 1995; Spence et al.,
1996; Kosaka y Fukunishi, 1997; Desbiez et al., 1997).
Por otro  lado, se han obtenido plantas transgénicas que expresan el gen de la cápsida
proteica de un potyvirus y se ha observado que muestran un nivel notable de protección
contra el desarrollo de síntomas cuando se exponen a otros potyvirus. Así, plantas
transgénicas de Nicotiana benthamiana expresando el gen de la cápsida de WMV2 o
ZYMV muestran protección contra el desarrollo de síntomas al inocularlas con otros
potyvirus (Namba et al., 1992). Sin embargo, esta estrategia puede presentar algunos
problemas como la transencapsidación (Bourdin y Lecoq, 1991; Lecoq et al., 1993).
Se han descrito genes de resistencia a ZYMV en la mayoría de las especies
cucurbitáceas cultivadas (Tabla 1.3). Estas resistencias normalmente se encuentran en
formas silvestres y, mediante programas de mejora, se introducen en cultivares de
características agronómicas aceptables. Los genes de resistencia se han localizado en
materiales con orígenes geográficos diversos, principalmente en los procedentes de las
supuestas áreas de diversificación de las cucurbitáceas: Asia para el género Cucumis,
América, África y Europa para Cucurbita y África para Citrullus. Los genes de
resistencia a ZYMV están descritos con frecuencia en entradas que tienen múltiples
resistencias a otros virus. La línea de pepino 'TMG' es resistente a ZYMV, WMV2,
PRSV-W y ZYFV (Provvidenti, 1987; Gilbert-Albertini et al., 1995). En C. moschata
'Merina', el gen Zym, que confiere resistencia a ZYMV, es idéntico o está estrechamente
relacionado con el gen de resistencia a WMV (Gilbert-Albertini et al., 1993). La línea
de melón 'PI 414723', portadora del gen Zym, que confiere resistencia a algunos aislados
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de ZYMV, también es resistente a PRSV y CABYV (Dogimont et al., 1996). Estas
características son interesantes para la selección de cultivares comerciales
multirresistentes. Las compañías de semillas están introduciendo algunas de estas
resistencias en cultivares comerciales, pero todavía no están disponibles para el
agricultor en todas las especies cucurbitáceas cultivadas (Desbiez y Lecoq, 1997).
Tabla 1.3. Fuentes de resistencia a ZYMV en las especies cucurbitáceas (Desbiez y
Lecoq, 1997).
Especies Gen(es) de resistencia Origen geográfico
Citrullus lanatus África (Zimbabwe)
C. lanatusa zym África (Nigeria)
C. colocynthis África (Nigeria)
Cucumis meloa Zym Asia (India)
Cucumis sativus zym Asia (Taiwán)
Cucurbita moschata Zym Europa (Portugal)
C. moschata 1 dominante África (Nigeria)
C. equadorensis Zym América (Ecuador)
Lagenaria siceraria Asia (India)
a Resistencia específica de la cepa
Variabilidad de los aislados
El ZYMV presenta una variabilidad importante. Sobre melón se han definido dos
patotipos según su capacidad (patotipo F) o incapacidad (patotipo NF) para inducir
marchitamiento en el cv. 'Doublon' (Lecoq et al., 1981). Algunos aislados superan la
resistencia de la línea de melón 'PI 414723'; de acuerdo con la reacción que producen
sobre esta línea se han definido tres patotipos: 0, 1 y 2 (Lecoq y Pitrat, 1984). La
variabilidad biológica, serológica y molecular se revisa con más detalle en el Capítulo 2.
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1.2.3.4. Virus del mosaico de la papaya cepa sandía (Papaya ringspot virus -
watermelon strain, PRSV-W)
Este virus aparece en la bibliografia, hasta muy recientemente, como Virus del mosaico
de la sandía 1 (Watermelon mosaic virus 1, WMV-1). Desde 1984 se considera como
una cepa del Virus de las manchas anulares de la papaya, que engloba aislados del tipo
sandía (W) de este virus (PRSV-W) (Van Regenmortel, 1971; Purcifull, 1972; Purcifull
et al., 1984c).
Estructura y expresión genómica
El PRSV-W es un miembro del género Potyvirus, familia Potyviridae. Está constituido
por partículas en forma de filamentos flexuosos de 760-800 nm de longitud y 12 nm de
diámetro, que contienen ARN de cadena sencilla (Purcifull et al., 1984c). Induce
inclusiones cilíndricas ('pinwheel') e inclusiones amorfas en el citoplasma de las células
que infecta (Purcifull et al., 1984c).
Se conoce la secuencia completa del genoma de PRSV (Yeh et al., 1992). Está formado
por 10.326 nucleótidos con una organización similar al del resto de los miembros del
género Potyvirus. Se ha determinado la secuencia de la CP de varios aislados con
orígenes geográficos diversos; su longitud varía de 840 a 870 nucleótidos y entre 280 y
290 aminoácidos (Bateson et al., 2002).
Distribución geográfica
Su distribución geográfica es amplia, principalmente en las zonas tropicales y
subtropicales. Las epidemias de PRSV son comunes en estas áreas, donde las especies
cucurbitáceas silvestres actúan como reservorio del virus. También se han observado
epidemias, ocasionalmente, en regiones templadas del noreste de EEUU o Europa
central (Lecoq et al., 1998).
En España se ha detectado su presencia (Quiot-Douine et al., 1988) aunque su
repercusión económica no parece ser importante hasta el momento. Se ha encontrado
con incidencia baja en cultivos al aire libre de melón en Murcia, Valencia, Madrid,
Ciudad Real y Badajoz durante 1995, pero no se detectó en ninguna de estas zonas en
1996 (Luis-Arteaga et al., 1998).
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Rango de huéspedes y sintomatología
El rango de huéspedes está limitado a especies de la familia Cucurbitaceae, 38 especies
pertenecientes a 11 géneros, y a dos especies de la familia Chenopodiaceae (Purcifull et
al., 1984c). Entre ellas, calabaza, sandía, pepino y melón son los huéspedes de mayor
importancia económica. Las especies cucurbitáceas silvestres, como Melothria pendula
y Momordica charantia, pueden actuar como fuentes de infección natural (Adlerz,
1972a, 1972b).
En calabaza, sandía y otras cucurbitáceas, causa moteado y deformación de hojas y
frutos (Purcifull et al., 1984c). En melón provoca un amarilleamiento general, mosaico,
deformaciones y las hojas pueden tomar un aspecto filiforme. En los frutos da lugar a la
aparición de mosaico de intensidad media, con zonas en relieve de color verde oscuro
(Lecoq y Pitrat, 1982).
Transmisión
Es transmitido por pulgones de forma no persistente. Se han descrito 24 especies
pertenecientes a 15 géneros, entre ellas Myzus persicae Sulz., Aulacorthum solani
(Kaltenbach), Aphis craccivora Koch. y Macrosiphum euphorbiae (Thomas) (Purcifull
et al., 1984c). También ha sido citada la transmisión por Liriomyza sativae Blanchard
(Zitter y Tsai, 1977). Es transmisible mecánicamente de forma artificial y no se ha
encontrado transmisión por la semilla de las cucurbitáceas.
Control
Los métodos de control propuestos para los virus transmitidos por pulgones de forma no
persistente son aplicables a este virus (acolchado plástico, aceites minerales, etc.)
(Lecoq y Pitrat, 1982).
En melón se han encontrado fuentes de resistencia en la líneas de origen indio 'PI
180280' y 'PI 180283', cuyo control es monogénico dominante (Webb, 1979). Los genes
implicados están en el mismo locus y existe un alelismo múltiple, simbolizado por wmv-
11, wmv-12 y wmv+, según los alelos de resistencia procedentes de 'PI 180280', 'PI
180283' y el alelo de susceptibilidad respectivamente, cuyo orden de dominancia es
wmv-11>wmv12>wmv+ (Pitrat y Lecoq, 1983). Existen variedades de melón resistentes
de tipo 'Cantalupo' ('72025' y 'WMR 29'), mejoradas a partir de estas fuentes de
resistencia (Lecoq y Pitrat, 1982).  También se ha señalado resistencia parcial en C.
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melo 'PI 161375' (Lecoq et al., 1986; Maestro, 1992). En pepino se ha descrito
resistencia a este virus en los cultivares 'Surinam' y 'TMG-1', originarios de Surinam y
Taiwán respectivamente (Provvidenti, 1985). Las especies cultivadas de calabaza no
poseen resistencia (Lecoq y Pitrat, 1982). Otras especies donde se han encontrado
resistencias son Cucumis metuliferus Naud, cuyo control es monogénico dominante
(Provvidenti y Robinson, 1974), Cucurbita ecuadorensis y C. foetidisima (Provvidenti
et al., 1978)
Variabilidad de los aislados
La mayoría de los aislados de PRSV pertenecen a uno de los dos tipos principales: W y
P, que no se pueden diferenciar serológicamente. Los aislados tipo P (PRSV-P) inducen
síntomas severos en papaya y también pueden infectar algunas cucurbitáceas. Los
aislados del tipo W (PRSV-W) causan importantes enfermedades en sandía y otras
cucurbitáceas, pero son incapaces de infectar a papaya. Estudios realizados, en base a
las secuencias de las CPs de 93 aislados de PRSV, con diferentes orígenes, ponen de
manifiesto que las poblaciones de aislados del tipo PRSV-P pueden haber evolucionado,
en algunas ocasiones, a partir de poblaciones de PRSV-W (Bateson et al., 2002). Por
otro lado, en Guadalupe se ha encontrado una variante de PRSV que está
serológicamente relacionada, pero es diferente a los aislados tipo P y W (Purcifull et al.,
1984c). Algunos aislados de PRSV-W inducen en C. quinoa o C. amaranticolor
lesiones, mientras que otros no inducen síntomas en estas especies (Purcifull et al.,
1984c).
1.2.3.5. Virus del mosaico de la calabaza (Squash mosaic virus, SqMV)
Estructura y expresión genómica
Pertenece al género Comovirus de la familia Comoviridae. Consta de tres partículas
isométricas de 30 nm de diámetro, denominadas T, M y B, dos encapsidan cada una de
las dos moléculas de ARN y un tercer tipo son partículas vacías. Su ácido nucleico está
dividido en dos cadenas de ARN monocatenario de sentido positivo, ARN-M o ARN-2
y ARN-B o ARN-1, de aproximadamente 4200 y 6000 nucleótidos respectivamente.
Los ARNs están unidos covalentemente en su extremo 5' a la proteína VPg y se
encuentran poliadenilados en el extremo 3'. Estos ARNs se traducen en poliproteínas,
que posteriormente sufren proteolisis para dar lugar a las proteínas funcionales. La
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cápsida del virus está compuesta por dos polipéptidos distintos, cuyo peso molecular es
de 42 kDa y 22 kDa y se codifican a partir del ARN-M (Hiebert y Purcifull, 1981). Se
ha determinado la secuencia de nucleótidos de los genes de las CPs en un aislado
procedente de melón (Hu et al., 1993), así como la secuencia completa de dos aislados
del virus (Haudenshield y Palukaitis, 1998).
Distribución geográfica
Se describió por primera vez en EE.UU donde está ampliamente distribuido en la
mayoría de las zonas productoras de cucurbitáceas; también ha sido descrito en América
del Sur e Israel (Campbell, 1971). Actualmente, su distribución geográfica es muy
amplia a nivel mundial. En España, se ha encontrado sobre melón en invernaderos de la
zona de Almeria (Díaz-Mugica y Díaz-Ruiz, 1987).
Rango de huéspedes y sintomatología
Sus huéspedes naturales pertenecen a la familia Cucurbitaceae, pero experimentalmente
puede infectar a especies de otras familias. Los síntomas provocados por este virus son
diversos y varían en función de la cepa del virus, de la variedad o de las condiciones del
medio (Lecoq et al., 1988). Los síntomas más característicos consisten en mosaico y
deformaciones en las hojas y, ocasionalmente, enanismo; los síntomas en frutos varían
de pequeñas áreas cloróticas a deformaciones graves (Campbell, 1971).  En melón suele
producir manchas de color verde oscuro junto a los nervios, seguido de deformaciones
importantes o de una recuperación aparente de la hoja (Luis-Arteaga, 1994). En fruto se
observan diferencias varietales importantes, puede inducir una reducción significativa
del tamaño, peso, número de frutos, retraso en la fecha de maduración y disminución
del número, peso y porcentaje de germinación de las semillas (Powell y Schlegel, 1970;
Alvarez y Campbell, 1976; Lecoq y Pitrat, 1982; Díaz-Mugica y Díaz-Ruiz, 1987).
Transmisión
Sus vectores naturales son insectos masticadores: Crisomélidos (Diabrotica spp.,
Acalyma spp.), Coccinélidos (Epilachna chrysomelina F.) y Ortópteros (Melanoplus
differentialis (Thomas) (Freitag, 1956; Stoner, 1963). Se ha descrito transmisión por
semilla, a través del embrión, en Cucurbita moschata, C. pepo, C. maxima, C. mixta,
Cucumis melo y Chenopodium spp. y no parece ser transmitido por la semilla de pepino
(Nolan y Campbell, 1984; Lockhart et al., 1985). Además, se transmite mecánicamente,
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por contacto entre las hojas y durante las operaciones culturales, lo que puede suponer
la principal vía de expansión del virus (Lecoq et al., 1988).
Control de la enfermedad
La utilización de semilla libre de virus constituye un método necesario y eficaz para el
control de la enfermedad. Por otra parte, se recomienda evitar la transmisión mecánica
en las operaciones culturales, como la poda, mediante la desinfección de las
herramientas, evitar el contacto con las plantas y eliminar las que estén enfermas, para
reducir las posibilidades de diseminación del virus. El control de los vectores puede
realizarse mediante tratamientos insecticidas (Lecoq et al., 1988). Se conocen entradas
resistentes a SqMV de Cucumis metuliferus Naud (Provvidenti y Robinson, 1974) y
Lagenaria siceraria (Molina) Standl. (Provvidenti, 1981). También se ha señalado
resistencia parcial, especialmente a la transmisión por semilla, en C. melo 'PI 161375'
(Maestro, 1992). Otro método de control es la utilización de la resistencia derivada del
patógeno. Se ha obtenido resistencia al virus en líneas transgénicas de calabaza que
expresan el gen de la proteína de la cápsida de SqMV (Pang et al., 2000)
Variabilidad de los aislados
Serológicamente se han descrito dos serotipos, que además se diferencian
biológicamente. El serotipo I induce síntomas severos en melón y más suaves en
calabaza; algunas cepas infectan la sandía y se transmite por la semilla de calabaza,
melón y sandía. El serotipo II no infecta sandía e induce síntomas suaves en melón,
síntomas graves en calabaza y se transmite por la semilla de calabaza (Nelson y
Knuhtsen, 1973). Todos los aislados encontrados en España pertenecen al serotipo I
(Díaz et al., 1989)
1.2.3.6. Virus del mosaico de la sandía (Watermelon mosaic virus, WMV)
Durante mucho tiempo se ha denominado Watermelon mosaic virus 2, inicialmente para
distinguirlo del WMV-1, actualmente PRSV-W (Van Regenmortel, 1971; Purcifull et
al., 1984b).
Estructura y expresión genómica
Pertenece al género Potyvirus, familia Potyviridae. Sus partículas son filamentos
flexuosos de 760 nm de longitud que contienen ARN monocatenario de sentido
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positivo. Induce inclusiones cilíndricas en el citoplasma de las células infectadas
(Purcifull et al., 1984b). Se han determinado las secuencias de aminoácidos de la
proteína de la cápsida y la secuencia nucleotídica de las regiones 3' no codificantes de
aislados de WMV procedentes de Australia  (Frenkel et al., 1989; Yu et al., 1989) y
América (Quemada et al., 1990). Estos estudios muestran que la proteína de la cápsida
está formada por 281 aminoácidos, con un peso molecular de 31,5 kDa.
Distribución geográfica
Se describió y aisló por primera vez en 1965 a partir de cucurbitáceas infectadas de
diferentes regiones de Estados Unidos (Webb y Scott, 1965). Su distribución geográfica
es muy amplia, ha sido encontrado en Australia, República Checa, Chile, Francia,
Hungría, Irán, Israel, Italia, Japón, Méjico, Nueva Zelanda, EE.UU., Venezuela y
Yugoslavia (Purcifull et al., 1984b). En España el WMV ha sido observado tanto en
cultivos protegidos como al aire libre, infectando melón, calabaza, calabacín, pepino y
sandía (Peña-Iglesias y Ayuso-González, 1973; Peña-Iglesias, 1977, Luis-Arteaga y
Alvarez, 1986; Cuadrado-Gómez y Moreno-Gómez, 1987; Luis-Arteaga et al., 1998).
En melón, es el virus más ampliamente distribuido, junto a CMV, en cultivos al aire
libre en el valle central del Ebro, el litoral Mediterráneo (Barcelona, Valencia y
Murcia), Madrid y Badajoz, pero su incidencia es variable de unos años a otros (Luis-
Arteaga y Álvarez, 1986; Luis-Arteaga y Álvarez, 1989; Luis-Arteaga et al., 1998).
Rango de huéspedes y sintomatología
Infecta de forma natural a especies de las familias Cucurbitaceae, Chenopodiaceae,
Malvaceae y Leguminoseae, que incluyen tanto especies cultivadas (calabaza,
calabacín, melón, pepino, sandía, guisante, judía y espinaca) como silvestres (Senecio
vulgaris L., Capsella bursa-pastoris (L.) Med., Malva parviflora L., Lamium
amplexicaule L.) (Purcifull et al., 1984a; Edwardson y Christie, 1986b, Perring et al.,
1992). Experimentalmente son susceptibles 162 especies, distribuidas en 72 géneros de
23 familias (Edwardson y Christie, 1986b).
Los síntomas que produce sobre melón, calabacín y pepino, según Lecoq y Pitrat (1982)
son: en pepino, mosaico suave en hojas y moteado en frutos; en calabacín, mosaico en
hojas, a veces deformante con aspecto filiforme, y mosaico y deformaciones en frutos; y
en melón síntomas en hojas, de intensidad entre débil y muy fuerte, en forma de
mosaico a veces deformante, con reducción de la superficie foliar, y mosaico
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pronunciado en frutos. En sandía, Lovisolo y Lisa (1983) describen síntomas de
mosaico con manchas verde oscuro junto a los nervios y deformación del limbo de las
hojas.
Transmisión
Es transmitido en la naturaleza, de forma no persistente, por las especies de pulgones
Aphis citricola Van der Goot, A. craccivora Koch, A. gossypii Glov., Aulocorthum
solani Kaltenbach, Macrosiphum euphorbiae Thomas, Myzus persicae Sulz. y
Toxoptera citricidus (Purcifull et al., 1984b). Experimentalmente puede ser transmitido
por 38 especies de pulgones de 20 géneros (Edwardson y Christie, 1986b). En EE.UU.
se ha citado su transmisión por Liriomyza sativae Blanchard (Zitter y Tsai, 1977). No se
ha encontrado transmisión a través de la semilla de melón, pepino, guisante, calabaza,
calabacín y sandía (Purcifull et al., 1984b). Artificialmente es transmisible de forma
mecánica con facilidad.
Control de la enfermedad
Debido a su transmisión por pulgones de forma no persistente, la forma de control se
basa en la eliminación de las fuentes de inóculo y del vector.
En melón no se ha encontrado ninguna fuente con un alto nivel de resistencia a WMV.
La entrada de origen coreano 'PI 161375' o la línea de tipo Cantalupo 'WMR-29' han
sido descritas como tolerantes (Pitrat, 1978; Bohn et al., 1980). En la línea '91213' se ha
observado un nivel menor de multiplicación del virus en condiciones de incubación
artificial, así como reducción de la propagación del virus en condiciones de campo
(Moyer et al., 1985). En la línea 'PI 414723', derivada de '91213', se ha determinado que
la resistencia está controlada por un gen dominante denominado Wmr (Gilbert et al.,
1994). En la entrada de melón 'TGR-1551', procedente de Zimbabwe, se ha descrito
resistencia parcial (Yassein et al., 1999). En pepino se han localizado fuentes de
resistencia en el cultivar 'Kioto 3 feet', monogénica dominante (Cohen et al., 1971), y en
la línea 'TMG-1' (Provvidenti, 1985). Provvidenti et al. (1978) han señalado resistencia
en C. ecuadorensis y en C. foetidisima.
Variabilidad de los aislados
Se han descrito aislados que varían según su rango de huéspedes y la sintomagología
que inducen (Purcifull et al., 1984b). Por inmunodifusión se ha determinado que
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aislados procedentes de Italia, Australia, Nueva Zelanda e Israel están serológicamente
relacionados con aislados de EE.UU. (Purcifull et al., 1984b). Algunos aislados de
Japón, que difieren en su rango de huéspedes, están relacionados serológicamente,
mientras que otros muestran diferencias (Purcifull et al., 1984b). Por otro lado, la
estructura genética de 44 aislados, procedentes de las principales áreas de producción de
melón en España, ha determinado que los aislados analizados pertenecieron a dos
subgrupos, definidos por dos de los genes analizados (Moreno et al., 2002).
1.3. RESISTENCIA GENÉTICA A ENFERMEDADES
Debido a que la resistencia genética constituye el mejor método de control de las
enfermedades causadas por virus, a continuación se revisan los tipos de interacción
virus-huésped, que determinan la reacción de resistencia o de susceptibilidad, las bases
genéticas de la resistencia así como su durabilidad.
1.3.1. Interacción virus-huésped
Según el tipo de interacción virus-huésped existen diversos tipos de respuesta, que
abarcan desde la total susceptibilidad hasta una verdadera inmunidad del huésped a la
infección viral.
La susceptibilidad de una planta a un determinado virus se produce cuando la planta
posee todos los componentes necesarios para la replicación del virus y la infección
sistémica, alcanzando valores de concentración (título viral) variables según la
combinación virus-huésped.
Los mecanismos de resistencia del huésped pueden ser 'positivos' o 'negativos' (Fraser,
1990, 1992; Khetarpal et al., 1998). Los mecanismos de tipo negativo, o inmunidad no-
huésped, se deben a la ausencia en la planta de factores necesarios para la
multiplicación del virus; esta resistencia suele ser recesiva y es difícil que los virus la
superen (Fraser, 1990).
Los mecanismos de resistencia de tipo 'positivo' implican el reconocimiento de factores
codificados por el virus y el producto del gen de resistencia del huésped, que produce la
inhibición de la multiplicación o la dispersión del virus. Estos mecanismos de
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resistencia a virus pueden ser constitutivos o inducidos (Figura 1.4). La resistencia es
constitutiva cuando el producto del gen de resistencia del huésped actúa directamente
como inhibidor de alguna función viral esencial, por ejemplo, el producto del gen Tm1
de tomate le confiere resistencia a TMV debido a que inhibe la función de la replicasa
codificada por el virus (Meshi et al., 1988).
Figura 1.4. Modelos de interacciones entre virus y plantas, según el tipo de
reconocimiento de los factores codificados por ambos y las respuestas de
susceptibilidad o resistencia (Fraser, 1990).
La resistencia inducida es más frecuente y se produce cuando el reconocimiento de
componentes procedentes del huésped y el virus desencadenan una respuesta de
resistencia en el huésped. Una de las interacciones más estudiadas es la respuesta
hipersensible, donde el virus penetra en las células del huésped y se multiplica en ellas,
pero la infección se limita a ese lugar primario de infección (Ponz y Bruening, 1986).
Por ejemplo, la proteína de la cápsida del virus actúa como un inductor de la resistencia
mediada por el gen N' en tabaco contra las cepas avirulentas del TMV (Culver y
Dawson, 1991). Otras interacciones virus/huésped incompatibles resultan de la
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restricción del movimiento a larga distancia del virus, por ejemplo en Arabidopsis se
han localizado dos genes dominantes, RTM1 y RTM2, que confieren resistencia al TEV
mediante el bloqueo de este movimiento (Whitham et al., 2000). Estos genes codifican
proteínas que tienen homología con otras de función conocida, sin embargo, no tienen
ninguna similitud con los genes de hipersensibilidad y no se conoce su función en la
restricción del movimiento del virus (Chisholm et al., 2000; Whitham et al., 2000).
1.3.2. Base genética de la resistencia.
Los estudios del modo de herencia de la resistencia se llevan a cabo mediante la
realización de cruzamientos entre parentales resistentes y susceptibles y la
determinación de las reacciones a la infección con el patógeno de las generaciones F1,
F2 y retrocruzamientos. Determinar la base genética, o el modo de herencia, de un
carácter implica establecer el número de genes que intervienen en su control, las
relaciones de dominancia entre los alelos de un mismo gen y si la herencia es nuclear o
citoplasmática.
En el caso de la resistencia a plagas y enfermedades, la resistencia del huésped reside en
la acción de genes de resistencia y la virulencia del patógeno se debe a genes que le
confieren la capacidad de infectar. La hipótesis de la relación gen a gen entre los
genotipos de la planta y el patógeno postula que la reacción de resistencia, o
incompatible (-), se da únicamente cuando en el huésped existe al menos un gen de
resistencia (R) y en el patógeno el correspondiente alelo de avirulencia (V); cualquier
otra combinación resulta en una reacción de susceptibilidad o compatible (+) (Flor,
1956).
La relación gen a gen, basada únicamente en un gen mayor, y por tanto monogénica, no
es la única base genética de la resistencia que, al igual que sucede con otros caracteres,
puede ser más complicada; así se conocen resistencias oligogénicas (se necesitan dos o
más genes mayores actuando coordinadamente para producir la resistencia) y
poligénicas (un número indeterminado de genes menores). En la bibliografía están
descritos, al menos, los análisis genéticos de las resistencias en 179 combinaciones
virus-huésped (Khertapal et al., 1998). En el 78% de los casos la resistencia es
monogénica siendo en el resto oligogénica o poligénica y, en general, los genes
dominantes producen reacción hipersensible.
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Por otro lado, la mayoría de las especies vegetales no son huéspedes de la mayoría de
los virus, son inmunes a ellos, por lo que existen numerosos mecanismos de defensa en
las plantas que son efectivos frente a numerosos patógenos. Resulta complicado
plantear experimentos genéticos que permitan dilucidar el número de genes del no-
huésped implicados en esta inmunidad. Sin embargo, algunos resultados sugieren que el
mecanismo puede ser más sencillo de lo que cabría esperar en este tipo de interacción
incompatible (Ponz, 1996). Una gran parte de las resistencias de los no-huéspedes
operan restringiendo el movimiento del virus entre células, cuyo estudio está avanzando
para la comprensión del fenómeno del movimiento viral a corta distancia (movimiento
célula-célula) y su relación con la resistencia del no-huésped (Ponz, 1996).
Se han establecido posibles relaciones entre los diferentes mecanismos de resistencia,
descritos en el apartado anterior, y su control genético (Fraser, 1992), según se ilustra en
la Figura 1.5.
Mecanismo de la resistencia
Constitutiva (?)     Inducida  Constitutiva
   Desconocido          dominante        dominancia incompleta recesivo
Genética de la resistencia
Figura 1.5. Posibles relaciones entre los mecanismos de resistencia a virus y su control
genético (Fraser, 1992).
1.3.3. Durabilidad de la resistencia.
En general, se mantiene que los sistemas poligénicos son durables por su propia
naturaleza y los monogénicos efímeros. Esta teoría se apoya en el hecho de que la rotura
por parte del patógeno de las resistencias cuyo control genético es complejo implica
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mutaciones sucesivas y acumulativas para quebrar los diferentes mecanismos que
causan la resistencia en la planta, sin embargo, se conocen excepciones notables. En el
caso de los virus, debido al reducido tamaño de su genoma, evolucionan rápidamente y
pueden originarse nuevas variantes genéticas con capacidad para superar la resistencia
(Khertapal et al., 1998). La mayoría de los genes de resistencia han sido superados por
aislados más virulentos (Fraser, 1990), probablemente debido a que el genoma de los
virus presenta una variabilidad tan elevada que generalmente existen variantes que han
sido seleccionadas bajo la presión selectiva de un gen de resistencia. Sin embargo,
existen algunos casos donde la resistencia se ha mostrado efectiva durante un
considerable periodo de tiempo (Tabla 1.4). Los ejemplos de resistencia durable
incluyen la resistencia monogénica y poligénica, aunque teóricamente la resistencia
poligénica debería de ser más durable.
La larga duración de algunas resistencias puede deberse a que el mecanismo
bioquímico, aun siendo de control monogénico, es altamente complejo como para poder
ser superado por el patógeno. Otra posible explicación se basa en que el gen de
avirulencia del patógeno posee una función de importancia vital para su desarrollo, y las
mutaciones que en él se produzcan, aunque permitirían la rotura de la resistencia del
huésped, afectarían a su viabilidad (Fraser, 1992). Se ha observado que algunos aislados
virulentos pierden capacidad competitiva, lo que les impide prevalecer en el campo, por
ejemplo, los aislados de RRSV que superan la resistencia no han llegado a prevalecer
porque su capacidad de transmisión por semilla es menor (Hanada y Harrison, 1977) y
en el caso de los aislados de TMV, con capacidad para superar el gen Tm-22 en tomate,
se ha observado un nivel menor de multiplicación en las plantas resistentes (Fraser,
1990).
Algunas estrategias factibles para incrementar la durabilidad de la resistencia implican:
buenas prácticas agrícolas (rotación de cultivos, diversificación de variedades,...),
disposición espacial y temporal de los genes de resistencia, la utilización de genes con
distintos mecanismos de acción, empleo de multilíneas, mezclas de variedades,
acumulación de genes de resistencia (piramidalización), etc.
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Tabla 1.4. Ejemplos de resistencia durable a virus de plantas (Khertapal et al., 1998)
Genes de resistencia Virus Huésped
Tm-22 TMV tomate
Ry PVY patata
N TMV tabaco
Bu RBDV frambuesa
Tu TuMV lechuga
Rpv PeMoV cacahuete
I BCMV judía
Nx,Nb PVX patata
Mo11, mol12 LMV lechuga
(Poligénica) BWYV remolacha
(Poligénica) BCTV remolacha
1.4. OBJETIVOS GENERALES
El objetivo general de esta tesis fue la búsqueda de material vegetal de melón resistente
y/o tolerante a los virus CMV, MNSV y ZYMV, para su utilización posterior en
programas de mejora genética para resistencia a virus. Para ello se plantearon los
siguientes objetivos:
1. Caracterización biológica de aislados españoles de CMV, MNSV y ZYMV, con la
finalidad de obtener una fuente de inóculo con variabilidad representativa para la
evaluación posterior del material vegetal.
2. Establecimiento de las condiciones de inoculación de ZYMV aplicables a la
búsqueda de fuentes de resistencia al virus en melón.
3. Evaluación de material vegetal de melón, mediante inoculación mecánica artificial
con diferentes aislados de CMV, MNSV y ZYMV, para la búsqueda de entradas con
comportamientos de interés.
4. Estudio de algunos factores que afectan a la manifestación de síntomas de MNSV en
melón y caracterización de la respuesta de C. melo 'Doublon' a MNSV, con el fin de
determinar si la ausencia de síntomas sistémicos que se observó en esta variedad
podía constituir una forma de resistencia al virus utilizable en la práctica.
CAPÍTULO 2.   CARACTERIZACIÓN BIOLÓGICA DE
AISLADOS DE CMV, MNSV Y ZYMV
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2.1. INTRODUCCIÓN
2.1.1. Condiciones de inoculación
Para la búsqueda de resistencias a virus en plantas es preciso determinar un método de
inoculación efectivo. Entre los métodos de inoculación artificial la inoculación
mecánica, cuando es posible, es el más conveniente para infectar plantas a gran escala
(Khetarpal et al., 1998). Para que este método sea efectivo, se deben establecer las
condiciones precisas de inoculación de la planta con el virus, de modo que se asegure
que el inóculo produce, con frecuencia elevada, los síntomas típicos en los huéspedes
susceptibles.
Los virus CMV, MNSV y ZYMV son transmisibles mecánicamente. Sin embargo, en
trabajos previos del grupo, sobre comportamiento de material vegetal de melón para
búsqueda de resistencias a ZYMV, se había observado repetidamente que no se
infectaban todas las plantas inoculadas. Las condiciones ambientales pueden influir en
estos resultados, como se ha señalado en diferentes virus inoculados mecánicamente
sobre determinadas especies. Se ha observado variabilidad de síntomas en plantas de
calabaza inoculadas mecánicamente con ZYMV y mantenidas en cámaras climáticas a
diferentes temperaturas; a temperaturas altas (25ºC/35ºC) aparecieron síntomas severos
con todos los aislados probados, mientras que no se observaron síntomas, o éstos fueron
suaves, a temperaturas bajas (15ºC/25ºC) (Mahgoub et al., 1998). En la inoculación de
plantas de cacahuete con TSWV a temperaturas altas (30 a 37ºC) se observó menor
infección sistémica, aparición de síntomas locales, restricción del movimiento viral y
menor nivel de antígenos virales en comparación con los resultados obtenidos a
temperaturas inferiores (25 a 30ºC) (Mandal et al., 2002). Otras combinaciones
virus/huésped, donde se ha descrito influencia de las condiciones ambientales en la
expresión de síntomas, son pimiento/TSWV (Soler et al., 1998; Gonzalo, 2001) y
patata/PVY (Valkonen, 1997). En otros casos, se ha establecido la necesidad de
reinocular las plantas para obtener mayores niveles de infección. Danin-Poleg et al.
(1997), para los estudios de herencia de la resistencia a ZYMV en melón, realizaron dos
inoculaciones, la primera sobre los cotiledones de plántulas en estado de cotiledones y
primera hoja, y la segunda tres días más tarde sobre los cotiledones y la primera hoja.
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Anagnostou et al. (2000), también realizaron dos inoculaciones de ZYMV sobre plantas
de melón, la primera en plántulas en estado de primera hoja y la segunda una semana
después.
Por otro lado, conviene que las plantas a inocular sean jóvenes, porque son más
sensibles a la infección viral, y que se encuentren en estado uniforme de desarrollo
(Khetarpal et al., 1998). En el caso del melón, el estado de cotiledones bien expandidos
e iniciación de la primera hoja es el usado habitualmente para este tipo de estudios,
como se ha señalado para la inoculación de ZYMV (Lecoq y Pitrat, 1984), MNSV
(Marrou y Risser, 1967) y CMV (Lecoq et al., 1979).
2.1.2. Variabilidad de los aislados
La mejora para resistencia a virus en plantas requiere un conocimiento en profundidad
del virus, incluyendo su variabilidad. La selección de las cepas virales que se van a
utilizar para las inoculaciones del material vegetal es muy importante debido a que la
resistencia a virus puede ser específica del patotipo o de la cepa (Khetarpal et al., 1998).
Por ello, el inóculo debe de representar la máxima variabilidad posible del virus.
En melón se han descrito resistencias a algunos de los virus que lo infectan así como a
los vectores que los transmiten. Sin embargo, la aparición de cepas más virulentas que
superan estas resistencias hace necesario el estudio de la variabilidad existente entre los
aislados virales para la búsqueda de resistencias que resulten efectivas frente al mayor
número posible de ellos.
A continuación se revisan los aislados descritos en la bibliografía para cada virus así
como su variabilidad biológica, serológica y molecular.
2.1.2.1. Variabilidad de los aislados de CMV en melón
2.1.2.1.1. Variabilidad biológica
En base a los síntomas inducidos en una gama amplia de especies indicadoras, Marrou
et al. (1975) clasificaron los aislados de CMV en dos grupos, B y C, según la reacción
provocada por inoculación mecánica artificial sobre Nicotiana tabacum 'Xanthi nc' y
algunas especies cucurbitáceas. Las cepas del grupo B provocan en N. tabacum 'Xanthi
nc' una reacción local en forma de manchas anulares e irregulares ligeramente
Capítulo 2
49
necróticas (Etch), seguida de una reacción análoga sobre una o dos hojas apicales y el
restablecimiento de la planta, aunque el virus puede recuperarse de las hojas sin
síntomas. Las cepas del grupo C pueden no producir reacción local sobre tabaco, o si lo
hacen se caracteriza por la formación de lesiones locales cloróticas que evolucionan a
necróticas, y posteriormente las plantas presentan síntomas sistémicos de mosaico que
varían según los aislados y el tiempo transcurrido después de la infección, observándose
alternancia entre grupos de hojas afectadas y aparentemente sanas.
Por otro lado, los aislados de CMV se han caracterizado también de acuerdo con su
capacidad de infectar a la línea Coreana de  Cucumis melo 'PI 161375' (Leroux et al.,
1979). En melón se han localizado algunos aislados de CMV que superan la resistencia
de dicha línea,  estos aislados han sido agrupados en un patotipo particular denominado
'Song' haciendo referencia al nombre original, 'Songwhan Charmi', de la línea 'PI
161375'. Las cepas que no son capaces de infectar a 'PI 161375' se denominan 'cepas
comunes'.
2.1.2.1.2. Variabilidad serológica.
Utilizando técnicas serológicas con anticuerpos policlonales y monoclonales, las cepas
de CMV se pueden clasificar en diferentes serogrupos. En general, los antisueros
policlonales de CMV contienen anticuerpos que reaccionan con los aislados de todos
los serogrupos, mientras que los anticuerpos monoclonales pueden ser específicos del
serotipo o pueden distinguir entre aislados dentro de un serogrupo.
Según su comportamiento en ensayos de inmunoinfusión, Devergne y Cardin (1973)
dividieron las cepas de CMV en dos serogrupos principales: DTL y ToRS. Esta
clasificación serológica se corresponde con la clasificación biológica, grupos C y B
respectivamente (Marrou et al., 1975; Devergne et al., 1978).
Los aislados de CMV de los grupos DTL y ToRS muestran diferente sensibilidad
térmica lo que puede explicar diferencias en su distribución geográfica y estacional:
mientras que el serogrupo ToRS predomina en regiones templadas, el serogrupo DTL,
que es más termorresistente (Marchoux et al., 1976), prevalece en las zonas tropicales y
subtropicales (Haase et al., 1989). Así mismo, dependiendo de la época del año y de los
cultivos pueden predominar unos aislados u otros.
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En España se han encontrado los dos subgrupos de CMV, y su proporción varía según
la época y la zona de cultivo. En muestreos realizados en épocas tempranas de la
campaña agrícola (principios de junio), se ha detectado un predominio de las cepas
ToRS (Murant et al., 1990), mientras que en la mayoría de los análisis, realizados a
final de verano y principio de otoño, con muestras procedentes de cultivos en estado
más avanzado, existe un predominio de CMV tipo DTL (Luis-Arteaga, 1989; De Blas et
al., 1993).
2.1.2.1.3. Variabilidad molecular
Las cepas de CMV se han clasificado comparando sus ARNs genómicos según
diferentes técnicas; estos criterios también establecen dos grupos principales entre los
asilados de CMV. Por hibridación ARN-ARN, Piazzolla et al. (1979), encontraron dos
grupos cuya diferenciación se basó en que los miembros de cada grupo tenían la
mayoría, y en ocasiones la totalidad, de sus secuencias homólogas, a los cuales
denominaron WT y S. Por hibridación con ADN complementario (cDNAs), Owen y
Palukaitis (1988), clasificaron los aislados en los subgrupos I y II, equivalentes a los
anteriores WT y S respectivamente. Mediante el mapado de péptidos los subgrupos se
denominaron B y L2 (Edwards y Gonsalves, 1983) y fueron equivalentes a los grupos
de hibridación WT y S; el serotipado de cepas de tipo WT y S también mostró que eran
equivalentes a los subgrupos serológicos DTL y ToRS respectivamente (Piazzolla et al.,
1979).
Se conocen las secuencias completas de nucleótidos de los RNAs genómicos de cepas
de CMV pertenecientes al Subgrupo I (Rizzo y Palukaitis, 1988, 1989; Owen et al.,
1990; Nitta et al., 1988; Kataoka et al., 1990a, 1990b) y al Subgrupo II (Rezaian et al.,
1984, 1985; Davies y Symons, 1988). La comparación de las secuencias de nucleótidos
entre los aislados de CMV Fny (Subgrupo I) y Q (Subgrupo II) muestra una homología
que varía entre el 71 y el 76%, aunque la distribución de la homología no es uniforme
en los diferentes ARNs (Palukaitis et al., 1992). El tamaño de los ARNs así como el
peso molecular de las proteínas que codifican ambos aislados se detallan en la Tabla
2.1.
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Tabla 2.1. Tamaño de los ARNs y peso molecular de las proteínas de los aislados Fny-
CMV, perteneciente al subgrupo I, y Q-CMV, perteneciente al subgrupo II (Palukaitis et
al., 1992).
Subgrupo ARN Nucleótidos ORF Peso molecular
I 1 3357 1a 111K
I 2 3050 2a 97K
I 3 2216 3a 30K
I 4 1031 CP 24K
II 1 3389 1a 111K
II 2 3035 2a 94K
II 3 2197 3a 30K
II 4 1034 CP 24K
2.1.2.2. Variabilidad de los aislados de MNSV en melón
2.1.2.2.1. Variabilidad biológica
La gama de huéspedes naturales de MNSV se limita a un número reducido de especies
de la familia Cucurbitaceae. Experimentalmente, la gama de huéspedes también es
limitada y, para la mayoría de los aislados, se reduce así mismo a unas pocas especies
cucurbitáceas.
Los aislados estudiados en Japón, EEUU y Europa parecen diferir muy poco en el rango
de huéspedes y en su sintomatología (Tabla 2.2). Según Van Regenmortel et al. (2000),
en los huéspedes artificialmente infectados por los virus del género Carmovirus, éstos
tienden a permanecer localizados, produciendo necrosis, como sucede con MNSV. En
condiciones naturales de infección, la aparición de síntomas sistémicos es muy variable
e influenciada principalmente por las condiciones ambientales (Juárez et al., 1993).
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Tabla 2.2. Síntomas en especies indicadoras producidos por aislados de MNSV procedentes de diferentes países.
Aislados
Especies FR(1)
CA
(2)
PB
(3)
JAP-1
(4)
JAP-2
 (5)
GR-1
 (6)
 GR-2
(7)
GR-3
 (8)
 IT
(9)
 ESP-1
(10)
 ESP-2
(11)
Gomphrena globosa L NR NR NR LL NR LL
Chenopodium amaranticolor Coste&Reyn LL NR NR NR NR NR
C. quinoa Willd. LL NR NR NR NR NR NR NR NR
Citrullus lanatus (Thunb.) Matsumura & Nakai LL LL LL LL, (SM) LL, Nh
Citrullus vulgaris Schrad. LL LL,St LL,
SM,St
LL, St
Cucumis melo L. LL, (SM) LL, (SM) LL, SM LL,
(SM, Vn)
LL,
SM, St
LL LL, SM (LL) LL, (SM,
Vn,St,Nh)
Cucumis sativus L. LL, (SM) LL LL, (SM) LL LL LL LL LL, SM NR LL
Cucurbita maxima Duchesne LL NR NR LL LL
Cucurbita pepo L. LL NR NR NR NR NR NR NR
Lagenaria vulgaris Ser. LL NR
Lagenaria siceraria (Molina) Standl. NR LL (LL)
Luffa acutangula (L.) Roxb. LL, SM LL,
SM,St
Nicotiana benthamiana Domin NR NR (LL,SM) LL NR LL, (SM)
Nicotiana clevelandii Gray NR (LL) NR
Origen: FR - Francia (melón), CA - California (melón), PB - Países Bajos (pepino: Cu18), JAP-1 - Japón (melón: MNSV-S), JAP-2 - Japón (melón: MNSV-NK, -NH),
GR-1 - Grecia (melón), GR-2 - Grecia (sandía: WM-6), GR-3 - Grecia (pepino), IT - Italia (melón aire libre), ESP-1 - España (melón),
ESP-2 - España (melón: MNSV-264).
Autores: (1) Marrou y Risser, 1967. (2) González Garza et al. 1979. (3) Bos et al., 1984. (4) Furuki, 1981. (5) Matsuo et al., 1991. (6) Avgelis, 1985. (7) Avgelis, 1989.
(8) Avgelis, 1990. (9) Tomassoli y Barba, 2000. (10) Cuadrado et al., 1993. (11) Díaz et al., 2000 y 2002.
Síntomas: NR - Sin Reacción, LL - Lesiones locales, SM - Mosaico sistémico, manchas cloro-necróticas, Vn, necrosis de venas, St, estrías necróticas en el tallo,
Nh, necrosis en hipocotilo. Los síntomas que aparecen entre paréntesis no se observaron en la totalidad de las plantas inoculadas.
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Algunas de las diferencias que se observan al comparar la gama de huéspedes residen en
la capacidad de algunos aislados para infectar especies que no pertenecen a la familia
Cucurbitaceae. Por ejemplo, se ha observado reacción local en: Chenopodium
amaranticolor y C. quinoa (Marrou y Risser, 1967), Gomphrena globosa (Avgelis,
1989; Díaz et al., 2000), Nicotiana benthamiana (Avgelis, 1989; Avgelis, 1990; Díaz et
al., 2000) y de manera irregular en N. clevelandii (Avgelis, 1989); N. benthamiana es la
única especie no cucurbitácea que ha mostrado síntomas sistémicos frente a algunos
aislados de MNSV, aunque de manera irregular (Avgelis, 1989; Díaz et al., 2000).
Por otro lado, los aislados de MNSV han sido caracterizados de acuerdo con la reacción
que producen sobre material vegetal de C. melo. Hay un grupo de variedades,
portadoras del gen nsv en homocigosis, entre ellas 'Improved Gulfstream', 'Platers
Jumbo' y 'PMR-5', que son resistentes a la mayoría de los aislados (González-Garza et
al., 1979; Coudriet et al., 1981). Recientemente se ha encontrado en España un aislado
de MNSV con capacidad para infectar variedades de melón portadoras de dicha
resistencia (Díaz et al., 2000, 2002). Los aislados que superan esta resistencia no son
frecuentes en las poblaciones de MNSV; sin embargo, esta situación puede cambiar a
consecuencia del uso, cada vez más generalizado, de cultivares comerciales de melón
con genotipo nsv/nsv (Díaz et al., 2000).
2.1.2.2.2. Variabilidad serológica.
Los únicos trabajos existentes sobre la variabilidad serológica del MNSV han sido
realizados en Japón. Los estudios realizados con tres aislados japoneses de melón
denominados: MNSV-NH, -NK y -S mostraron, mediante el método de inmuno-
difusión doble en gel de agar, la existencia de dos serotipos: N y S (Matsuo et al.,
1991). Estos aislados también se estudiaron según su reacción inmunoenzimática
utilizando diferentes técnicas: DAS-ELISA, P-I-ELISA y Np-I-ELISA. Con la última
técnica todos los aislados se comportaron igual, mientras que las otras dos permitieron
diferenciar los aislados pertenecientes a los serotipos diferentes (Matsuo, 1993).
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2.1.2.2.3. Variabilidad molecular.
Por electroforesis, a partir de preparaciones purificadas de ARN, se ha observado que
aislados pertenecientes al serotipo N (-NK y -NH) tienen dos tipos de ARN de cadena
sencilla (ARN1 y ARN2) mientras que un aislado perteneciente al serotipo S posee otro
ARN adicional (ARN1, ARN2 y ARN3) (Matsuo et al., 1991). Hibi y Furuki (1985) y
Bos et al. (1984) determinaron que el genoma de MNSV está compuesto por una única
molécula de ARN, cuyo peso molecular se asemeja al del ARN1 (Matsuo et al., 1991).
El ARN1 es el de mayor tamaño y el único responsable de la patogeneicidad en todos
los aislados, siendo la función de los otros dos ARNs desconocida (Matsuo et al., 1991).
Existen al menos seis aislados de MNSV en los que el gen de la proteína de la cápsida
ha sido secuenciado: cuatro aislados japoneses (Ohshima et al., 1994; Ohshima et al.,
2000), uno holandés (Riviere et al., 1989) y otro español (Díaz et al., 2002); la
comparación de la secuencia de aminoácidos de la cápsida proteica entre estos aislados
muestra un porcentaje de homología en todos los casos superior al 95% (Tabla 2.3) y de
un 31 a un 34% con otros Carmovirus (Ohshima et al., 1994). Respecto a las secuencias
de nucleótidos, la homología es inferior, aunque superior al 85% en todos los casos; las
mayores diferencias se muestran entre los aislados japoneses de diferentes serotipos
(Tabla 2.3).
A partir de las secuencias de las cápsidas proteicas se han diseñado cebadores que
permiten diferenciar aislados japoneses serológicamente distintos mediante la técnica
RT-PCR (Ohshima et al., 1994). El estudio, con esta técnica, de 45 aislados de MNSV
procedentes de melón cultivado en Japón sugirió que el serotipo N, al que pertenecían
33 de los aislados, era el más ampliamente distribuido en dicho país (Matsuo et al.,
1998).
Existen tres aislados de MNSV cuyo genoma ha sido completamente secuenciado: uno
holandés (D) (Riviere y Rochon, 1990) y dos japoneses (NH y NK) (Ohshima et al.,
2000). Los mapas genómicos de estos aislados coinciden y sus marcos de lectura abierta
(ORFs) codifican para cinco proteínas (Ohshima et al., 2000). La homología entre las
secuencias de las proteínas de estos tres aislados se muestran en la Tabla 2.4.
La relación filogenética, basada en las secuencias de nucleótidos de los genes que
codifican para las CPs,  reveló que los aislados NH, NK y probablemente D podrían
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formar un grupo, y el aislado S, serológicamente diferente a estos aislados, podría
clasificarse en otro grupo diferente (Ohshima et al., 2000).
Tabla 2.3. Homología (%) entre las secuencias de nucleótidos del gen (sobre la
diagonal) y de aminoácidos (bajo la diagonal) de la proteína de la cápsida de diferentes
aislados de MNSV y otros Carmovirus (CarMV y TCV)
MNSV
-NH
MNSV
-S
MNSV
-NK
MNSV
-H
MNSV
-D
MNSV
-264
CarMV TCV
MNSV-NH 84.9 97.4 95.6 88.7
MNSV-S 96.2 85.2 85.1
MNSV-NK 98.7 96.2 96.8 90.0
MNSV-H 98.7 95.6 99.0 88.8
MNSV-D 95.9 95.1 96.2 96.2 93
MNSV-264 96
CarMV 31 31 31
TCV 34 34 34 34
MNSV-NH y MNSV-S: Ohshima et al., 1994; MNSV-NK y MNSV-H: Ohshima et al., 2000; MNSV-
D: Riviere et al., 1989; MNSV-264: Díaz et al., 2002; CarMV: Guilley et al., 1985; TCV: Carrington et
al., 1989.
Tabla 2.4. Homología (%) entre las secuencias de nucleótidos de los genes (sobre la
diagonal) y de aminoácidos (bajo la diagonal) de las proteínas p29, p89, p14 y p7A de
los aislados de MNSV NH, NK y D (Ohshima et al., 2000)
NH NK D
NH 98.1/98.2 93.2/93.6
NK 98.5/97.7 93.1/93.7
D 96.6/97.5 96.6/97.9
NH NK D
NH 99.0/98.5 96.9/97.0
NK 99.2/98.5 96.4/96.5
D 97.6/98.5 96.9/96.9
Valores p29/p89 Valores p14/p7A
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2.1.2.3. Variabilidad de los aislados de ZYMV en melón.
2.1.2.3.1. Variabilidad biológica
Desde la primera descripción, ZYMV presentó una importante variabilidad biológica en
lo referente a los síntomas que induce en los huéspedes que infecta (Lisa y Lecoq,
1984). Esta variabilidad se ha aprovechado para el control del virus, ya que utilizando
algunas cepas que producen síntomas atenuados, se redujo la incidencia de infecciones
posteriores,  proporcionando protección cruzada contra cepas más agresivas (Lecoq et
al., 1991b).
Algunas cepas también difieren en su capacidad para inducir un marchitamiento rápido
y letal en melón cv. 'Doublon', que posee el gen Fn (Lecoq et al., 1981; Lecoq y Pitrat,
1984). Según la reacción de 'Doublon', hay definidos dos patotipos: F (marchitamiento)
y NF (no marchitamiento). Esta reacción también se ha observado en otros cultivares,
dado que el gen Fn es frecuente en las colecciones de germoplasma (Pitrat et al., 1996).
La proporción entre los patotipos F y NF es similar en grupos de aislados de ZYMV
procedentes tanto de regiones templadas como subtropicales o tropicales (Lecoq y
Purcifull, 1992; Desbiez et al., 1996).
Algunas cepas de ZYMV presentan variabilidad en su rango de huéspedes
experimentales y la reacción de ciertas especies indicadoras (Phaseolus vulgaris,
Nicotiana benthamiana, y Pisum sativum, entre otras) es específica de la cepa utilizada
en la inoculación. Existen varios trabajos de caracterización biológica de aislados de
ZYMV con orígenes geográficos distintos (Tabla 2.5), en los que se ha observado que
los huéspedes experimentales, a excepción de las cucurbitáceas, normalmente presentan
lesiones locales o infecciones latentes.
Por otro lado, también se ha observado variabilidad en la interacción de aislados de
ZYMV con algunas líneas de cucurbitáceas resistentes. Según la capacidad para infectar
la línea de melón 'PI 414723', resistente a algunos aislados de ZYMV, Lecoq y Pitrat
(1984) definieron tres patotipos. Las cepas del patotipo 0 no producen ningún síntoma
sobre la mayoría de las plantas (más del 70%), mientras que algunas pueden desarrollar
manchas cloróticas sistémicas y más raramente amarilleo, menor crecimiento, mosaico
y deformación de hojas. Las cepas del patotipo 1 inducen, en todas las plantas de PI
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414723, infección sistémica en forma de manchas cloróticas o necróticas en las hojas,
mientras que las cepas del patotipo 2 causan síntomas sistémicos de mosaico severo,
marchitamiento y deformación de hojas.
La caracterización biológica de trece aislados españoles de ZYMV, puso de manifiesto
que, según la reacción inducida en 'Doublon', 11 aislados pertenecían al patotipo NF y 2
aislados al patotipo F y, según la reacción inducida en 'PI 414723', 10 aislados
pertenecían al patotipo 0 y un aislado al patotipo 1 (Feretou et al., 1994).
Existen aislados de ZYMV que difieren en su capacidad para ser transmitidos por
pulgones (Antignus et al., 1989; Lecoq et al., 1991a). La pérdida de la capacidad para
ser transmitido por pulgones o de la habilidad de infectar un huésped puede deberse a
una deficiencia en la proteína de la cápsida (Antignus et al., 1989; Lee et al., 1993) o a
la ausencia de factor de transmisión (Helper Component, HC) biológicamente activo
(Lecoq et al., 1991a; Granier et al., 1993). La comparación entre las secuencias de las
cápsidas proteicas de cepas de potyvirus transmisibles por pulgones y no transmisibles
sugieren que un triplete de aminoácidos (DAG) que se encuentra en el extremo N-
terminal de la proteína de la cápsida es necesario para la transmisión por pulgones
(Harrison y Robinson, 1988). Hay descritas dos cepas de ZYMV encontradas en
infección natural que no son transmisibles por pulgones, en las que se ha detectado la
mutación DAG a DTG (Gal-On et al., 1990; Lee et al., 1993).
2.1.2.3.2. Variabilidad serológica
Se han obtenido anticuerpos monoclonales (Mabs) de ZYMV a partir de la cápsida
proteica de cepas procedentes de Japón (Somowiyarjo et al., 1988), Florida (Wisler et
al., 1989), Francia (Desbiez et al., 1996), Israel e Isla Reunión (Desbiez y Lecoq, 1997).
Utilizando la técnica TAS-ELISA con los anticuerpos monoclonales creados a partir de
las cepas de Francia, Israel y Reunión, Desbiez y Lecoq (1997) clasificaron una
colección de 735 aislados de ZYMV de diferentes regiones geográficas en 15 serotipos
(Tabla 2.6).
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Tabla 2.5. Síntomas en especies indicadoras producidos por aislados de ZYMV de diferentes orígenes.
Aislados
Especies FR
(1)
ITA
(2)
LEB
(3)
CT
(4)
FL
(5)
CAL
(6)
JA
(7)
TUR
(8)
JOR
(9)
ESP
(10)
IS
(11)
HAW
(12)
SIN
(13)
SU
(14)
CHI
(15)
Tetragonia expansa Murr. LL LLat LLatSLat
Gomphrena globosa L. LL LL LL LLat NR LL LL
Chenopodium amaranticolor Coste&Reyn LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL
C. quinoa Willd. LL LL LL L L LLat LL LL LL L LL LL
Spinacia oleracea L. LLat NR LLat NR
Senecio vulgaris L. LL LL
Luffa acutangula (L.) Roxb S LLatSLat S
L,
SM, D
L,
SM, D SM
LLat
SLat SM, F L, SM LL SM
Luffa cylindrica Roxb S SM LL,SM
Phaseolus vulgaris L. 'Black Turtle 2' S L L NR SM LL L LL
Phaseolus vulgaris L. 'Pinto' LL NR NR LLat NR
Pisum sativum L. 'Alaska' NR L L LLat LLatSLat
Pisum sativum L. 'Bonnevelle' NR NR
Ranunculus sardous Crantz S SLat SLat LLat
Nicotiana benthamiana Domin SLat NR NR NR NR LLatSLat
Origen: CAL - California, CT - Connecticut, CHI - Chile, ESP - España, FL - Florida, FR - Francia, HAW - Hawaii, IS - Israel, ITA - Italia, JA - Japón,
JOR - Jordania, LEB - Líbano, SIN - Singapur, SU - Sudán, TUR - Turquía.
Autores: (1) Lecoq et al., 1981. (2) Lisa et al., 1981. (3) Lesemann et al., 1983. (4) Provvidenti et al., 1984. (5) Purcifull et al., 1984a. (6) Nameth et al., 1985.
(7) Somowiyarjo, 1985. (8) Davis, 1986. (9) Al-Musa, 1989a. (10) Luis-Arteaga, 1990. (11) Antignus et al., 1989. (12) Ullman et al., 1991.
(13) Wong et al., 1994. (14) Mahgoub et al., 1997. (15) Prieto et al., 2001.
Síntomas: NR - Sin reacción, L - Infección local, S - Infección sistémica, LLat - Infección local latente, SLat - Infección sistémica latente,
F - Filiformismo, hojas asimétricas, D - Deformación de hojas, SM - Mosaico sistémico, LL - Lesiones locales.
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Las cepas de Isla Reunión mostraron una importante variabilidad serológica, de acuerdo
con su secuencia divergente de la cepa tipo (Baker et al., 1992). El serotipo I fue el
observado con mayor frecuencia; a este serotipo pertenece la cepa tipo procedente de
Italia y ha sido encontrado en Europa, Australia, EEUU y África (Tabla 2.6).
La variabilidad serológica se ha observado dentro de cada parcela, región y/o país, sin
encontrar relación entre la variabilidad serológica y las propiedades biológicas, como el
rango de huéspedes o la transmisión por pulgones (Desbiez et al., 1996).
Utilizando la técnica de inmunodifusión en medio gelosado con dodecil sulfato de sodio
(SDS), no se ha observado reacción serológica cruzada entre ZYMV y los potyvirus
PRSV, WMV-Morocco, BYMV, ZYFV, ClYVV, LMV y WVMV (Lisa et al., 1981;
Lisa y Lecoq, 1984). Sin embargo, dependiendo del antisuero utilizado, se ha detectado
reacción cruzada entre ZYMV y el antisuero de WMV2 (Somowiyarjo et al., 1989). Por
otro lado, los anticuerpos policlonales obtenidos a partir de las proteínas no
estructurales de ZYMV (P1, inclusiones citoplasmáticas) a menudo reaccionan con
otros potyvirus (Suzuki et al., 1990; Wisler et al., 1995).
2.1.2.3.3. Variabilidad molecular
Según las comparaciones realizadas por Shukla et al. (1994), las secuencias de
aminoácidos de las cápsidas proteicas de seis cepas de ZYMV, con diferente origen
geográfico, muestran un 90% de homología aproximadamente (Tabla 2.7).
La región N terminal, que codifica para la proteína de la cápsida, es una de las zonas
que presenta mayor variabilidad entre los genomas de los potyvirus; las comparaciones
realizadas de estas regiones muestran que las cepas Singapur y Reunión son las más
divergentes de todas las ensayadas (Shukla et al., 1988) (Tabla 2.7).
La clasificación de los potyvirus basada en la secuencia del gen de la proteína de la
cápsida discrimina a ZYMV del resto de los potyvirus e indica que está relacionado con
los virus WMV-2, PStV y PWV (Ward et al., 1992).
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Tabla 2.6. Variabilidad serológica entre 735 aislados de ZYMV según la reacción frente a un grupo de anticuerpos monoclonales (Desbiez y
Lecoq, 1997).
Anticuerpos
Serotipo CH10 CE11 BC2 AF4 BG1 DD3 ED3 AB6 CC11 AE11 DD2 DE6 CG4 CC1 Frecuencia Cepas
I ++a ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + - 81.5% Francia, Reino Unido,
Italia, Grecia, España,
Pakistán, Sudán,
Algeria, Siria, Israel,
Austria, EEUU.
II ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ ++ ++ ++ - - - 10.8% Martinica, Sudán,
Francia, España, Nepal,
Australia, Italia.
III ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + - ++ - - - 0.4% Martinica
IV ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - ++ - - - 0.1% Martinica
V ++ ++ ++ ++ ++ ++ - + ++ ++ - - - - 0.1% Martinica
VI ++ - + ++ ++ ++ - ++ + - ++ ++ + - 0.4% Guadalupe
VII ++ ++ + ++ ++ ++ + - + - ++ ++ + - 0.3% Guadalupe
VIII ++ ++ + ++ + + + ++ - - ++ ++ + - 1.6% República Dominicana
IX ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - ++ ++ + - 0.1% Alemania
X ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++ + - 0.5% Turquía, Sudán
XI ++ ++ ++ + ++ ++ - - - ++ - ++ - - 0.5% China
XII ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - - - - ++ ++ 1.0% Reunión, Madagascar
XIII ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - - - - - - ++ 2.0% Reunión
XIV ++ - + ++ ++ ++ - - - - - - ++ ++ 0.1% Mauricio
XV ++ ++ ++ ++ - - ++ - - - - - - - 0.5% Mayotte
a Valores de absorbancia a 405 nm (A). ++, A>0.5; +, 0.1<A<0.5; -, A<0.1
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Tabla 2.7. Similitud (%) entre la secuencia de aminoácidos de las cápsidas proteicas de
cepas de ZYMV (Shukla et al., 1988).
California Connecticut Israel Florida Reunion Singapur
California - 97.6 95.1 84.9 54.2 58.5
Connecticut 99.6 - 92.7 80.5 48.8 56.1
Israel 99.3 98.9 - 78.0 48.8 58.5
Florida 96.8 96.4 96.1 - 41.5 46.3
Reunion 91.0 90.7 90.7 89.6 - 65.9
Singapur 92.8 92.5 92.8 90.7 93.9 -
Datos sobre la diagonal: zona N-terminal de la proteína (41 aminoácidos). Datos por debajo de la
diagonal: proteína de la cápsida completa (279 aminoácidos).
2.2. OBJETIVOS
Dada la variabilidad descrita en la bibliografía entre los aislados de CMV, MNSV y
ZYMV, y con la finalidad de obtener aislados utilizables para la búsqueda de material
vegetal resistente y/o tolerante, en este capítulo se plantearon los siguientes objetivos:
1. Caracterización de aislados españoles de CMV, MNSV y ZYMV sobre variedades
de melón, con objeto de determinar la variabilidad existente entre los mismos y
seleccionar algunos aislados para utilizarlos en la búsqueda de material de melón
resistente.
2. Caracterización biológica de los aislados seleccionados sobre una gama amplia de
especies indicadoras con el objetivo de profundizar en el estudio de los mismos e
identificar las especies que permitan su diferenciación.
Por otro lado, en trabajos previos del grupo sobre comportamiento de material vegetal
de melón para búsqueda de resistencias a ZYMV, se había observado repetidamente la
ausencia de síntomas sistémicos en algunas plantas. Por ello, para el ZYMV se planteó
un objetivo adicional:
3. Estudio de la influencia de la temperatura de incubación y la reinoculación de las
plantas en el comportamiento de material vegetal de melón frente a ZYMV en
inoculación mecánica artificial, con objeto de establecer las condiciones idóneas
aplicables a la búsqueda de material vegetal resistente y/o tolerante.
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2.3. MATERIALES Y MÉTODOS.
2.3.1. Material viral
Se utilizaron 39 aislados virales (17 de ZYMV, 6 de MNSV y 16 de CMV) procedentes
de diferentes cultivos y regiones españolas, en el caso de ZYMV, y de melón de
diferentes zonas en el caso de MNSV y CMV (Tablas 2.8, 2.9 y 2.10). Todos los
aislados se encontraban conservados a 4ºC en material vegetal deshidratado y procedían
de trabajos anteriores, en los que había participado el Servicio de Investigación
Agroalimentaria (S.I.A.), excepto un aislado de MNSV, denominado MNSV-264, que
fue cedido por el Dr. M.A. Aranda desde la Estación Experimental 'La Mayora'
(Málaga) del C.S.I.C. (actualmente en el Centro de Edafología y Biología Aplicada del
Segura, C.E.B.A.S - Murcia)
Previamente a la inoculación para caracterizar los aislados, se multiplicaron a partir del
material desecado utilizando especies sensibles a cada uno de los virus: Nicotiana
tabacum 'Xanthi nc' en el caso de CMV, Cucurbita pepo L. 'Diamante F1' para ZYMV
y Cucumis melo L. 'ANC-42' para MNSV.
Tabla 2.8. Relación y origen de los aislados de ZYMV utilizados.
Origen
Aislado
Especie Zona
S-5-95 Sandía Almería
C 16 Calabacín Málaga
S-8-95 Sandía Almería
S-9-95 Sandía Almería
C-6-96 Calabacín Almería
C 71 Calabacín Málaga
C-2-96 Calabacín Almería
M-38-96 Melón Zaragoza
Pep-1-97 Pepino Almería
OrigenAislado
Especie Zona
C-1-96 Calabacín Almería
M-33-96 Melón Zaragoza
M-46-96 Melón Zaragoza
M-30-88 Melón Zaragoza
M-7-85 Melón Almería
M-11-97 Melón Zaragoza
M-37-96 Melón Zaragoza
S-6-95 Sandía Almería
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Tabla 2.9. Relación y origen de los aislados de MNSV utilizados.
Origen
Aislado
Especie Zona
M-8-85 Melón Almería
M-4-88 Melón Almería
M-1-90 Melón Almería
M-8-93 Melón Zaragoza
M-14-95 Melón Zaragoza
MNSV-264 Melón Almería
Tabla 2.10. Relación y origen de los aislados de CMV utilizados
Origen
Aislado
Especie Zona
M-373 Melón Valencia
M-730 Melón Madrid
M-415 Melón Murcia
M-15-96 Melón Zaragoza
M-408 Melón Murcia
M-318 Melón Valencia
M-413 Melón Murcia
M-93-85 Melón Zaragoza
Origen
Aislado
Especie Zona
M-32-96 Melón Zaragoza
M/96/40 Melón Badajoz
M/96/44 Melón Badajoz
M/96/91 Melón Madrid
M/96/37 Melón Badajoz
M/96/41 Melón Badajoz
M/96/42 Melón Badajoz
M/96/36 Melón Badajoz
2.3.2. Material vegetal
2.3.2.1. Especies indicadoras
La caracterización de los 39 aislados virales se llevó a cabo utilizando líneas y
variedades de melón portadoras de genes de resistencia (Tabla 2.11) y una gama
reducida de especies indicadoras (Tabla 2.12). De acuerdo con los resultados obtenidos
en las variedades de melón, de estos aislados se eligieron, para cada uno de los virus,
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dos aislados diferentes, los cuales se caracterizaron sobre una gama más amplia de
especies indicadoras, incluyendo varias cucurbitáceas (Tabla 2.13). Para cada aislado,
se utilizaron dos plantas de cada especie, salvo para el caso de las cucurbitáceas que se
inocularon de 5 a 10 plantas por especie o variedad.
2.3.2.2. Siembra y cultivo
Para la mayoría de las especies indicadoras se realizó un semillero previo del que se
trasplantaron las plántulas, en estado de 1 ó 2 hojas verdaderas, a macetas de 8 x 8 x 8
cm. En el caso de V. unguiculata, C. pepo y C. sativus, se realizó siembra directa,
poniendo dos semillas por cada maceta. El sustrato empleado en todos los casos fue una
mezcla de turba, arena y tierra en proporción 2:1:1 (v/v/v), esterilizada con vapor de
agua durante 30 minutos.
La siembra y cultivo de las plantas se realizó en un invernadero de cristal de ambiente
controlado, provisto de calefacción por agua caliente y refrigeración por sistema de
'cooling', con temperatura mínima de 15ºC y máxima de 25ºC. Después de la
inoculación, las plantas se mantuvieron en invernadero a las mismas condiciones,
excepto en el caso del ZYMV con el cual se probaron varios ambientes (Apartado
2.3.4).
Las semillas de las restantes especies cucurbitáceas, se pregerminaron, sobre papel de
filtro humedecido con agua destilada, a una temperatura de 30ºC durante tres días y
posteriormente se trasplantaron a macetas de 8 cm3 de capacidad, conteniendo el
sustrato indicado anteriormente, y se situaron en el invernadero.
Durante el tiempo en que se mantuvieron las plantas en invernadero se abonaron con
abono foliar (20-20-20) una vez por semana y se dieron los tratamientos fitosanitarios
necesarios para el control de oidio, pulgón y mosca blanca.
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Tabla 2.11. Variedades de melón utilizadas para la clasificación de los aislados de
CMV, MNSV y ZYMV.
Variedad Origen
geográfico
Virus Tipo de resistencia Referencia
'PI 161375' Corea CMV Oligogénica recesiva Risser et al., 1977
'PMR-5' USA MNSV Monogénica recesiva (nsv) Coudriet et al., 1981
'PI 414723' India ZYMV Monogénica dominante (Zym) Pitrat y Lecoq, 1984b
Tabla 2.12. Gama reducida de especies indicadoras utilizadas (+) para la clasificación
de los aislados de CMV, MNSV y ZYMV.
CMV MNSV ZYMV
Vigna unguiculata (L.) Walp + + +
Nicotiana tabacum L. 'Xanthi nc' + + +
Cucurbita pepo L. 'Diamante F1' + + +
Cucumis sativus L. 'Marketmore' + + +
Chenopodium amaranticolor Coste & Reyn + + +
C. quinoa Willd + + +
N. benthamiana Domin +
Gomphrena globosa L. + +
Cucumis melo L. cv. 'PMR-5' +
Cucumis melo L. cv. 'Doublon' + + +
Cucumis melo L. cv. 'PI-161375' +
Cucumis melo L. cv. 'PI-414723' +
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Tabla 2.13. Gama de especies indicadoras utilizadas para la caracterización biológica
de los aislados de CMV, MNSV y ZYMV, con indicación del estado vegetativo en que
se realizó la inoculación y órgano inoculado.
Familia y especie Estado vegetativo Órgano inoculado
Amarantáceas
Gomphrena globosa L. 6-8 hojas 2-3 hojas intermedias
Apocináceas
Catharanthus roseus G. Don 6-8 hojas 2-3 hojas intermedias
Chenopodiáceas
Chenopodium amaranticolor Coste &
Reyn.
8-10 hojas 3-4 hojas intermedias
C. quinoa Willd. ídem ídem
Cucurbitáceas
Citrullus colocynthis (L.) Schrad Cotiledón,
iniciación primera hoja
Cotiledones
Citrullus lanatus (Thunb) Matsumura
& Nakai 'Sugar Baby'
ídem ídem
Cucumis africanus L.f. ídem ídem
Cucumis anguria L. ídem ídem
Cucumis dipsaceus Ehrenb. ex Spach   ídem ídem
Cucumis ficifolius A. Rich. ídem ídem
Cucumis figarei Delile ex Naudin,
nom. illeg.
ídem ídem
Cucumis meeusei C. Jeffrey ídem ídem
Cucumis melo L. 'Doublon', 'PMR-5',
'PI-161375', 'PI-414723'
ídem ídem
Cucumis metuliferus E. Mey. ex
Naud.
ídem ídem
Cucumis myriocarpus Naudin ídem ídem
Cucumis prophetarum L. ídem ídem
Cucumis sativus L. 'Marketmore' ídem ídem
Cucumis zeyheri Sond. ídem ídem
Cucurbita moschata (Duchesne ex
Lam.) Duchesne ex Poir.
ídem ídem
Capítulo 2
67
Tabla 2.13. Continuación.
Familia y especie Estado vegetativo Órgano inoculado
Cucurbita pepo L. 'Diamante F1' ídem ídem
Lagenaria siceraria (Molina) Standl ídem ídem
Lagenaria vulgaris Ser. ídem ídem
Luffa acutangula (L.) Roxb. ídem ídem
Labiadas
Ocimum basilicum L. 6-7 hojas 3-4 hojas intermedias
Leguminosas
Vigna unguiculata (L.) Walp Hojas primarias Hojas primarias
Solanáceas
Capsicum annuum L. 'Doux des
Landes' y 'Yolo Wonder'
5-6 hojas 2-3 hojas intermedias
Datura stramonium L. ídem ídem
Nicotiana benthamiana Domin 6-8 hojas 3-4 hojas intermedias
N. clevelandii Gray 5-6 hojas 2-3 hojas intermedias
N. glutinosa L. ídem ídem
N. megalosiphon Heurck e Muell ídem ídem
N. rustica L 5-6 hojas 2-3 hojas intermedias
N. sylvestris Speg. et Comes ídem ídem
N. tabacum L. 'Paraguay', 'Samsun' y
'Xanthi nc'.
ídem ídem
Petunia hybrida Vilm. 6-8 hojas 3-4 hojas intermedias
Physalis floridana Rybd. ídem ídem
Solanum melongena L. 'Cerna
krazavitska'
3-4 hojas 2-3 hojas
2.3.3. Método de inoculación
Con todos los virus se utilizó el método de inoculación mecánica artificial descrito por
Marrou (1967). El inóculo se preparó a partir de material vegetal fresco que había sido
infectado previamente, con los aislados virales conservados deshidratados en nevera, y
presentaba infección sistémica (CMV y ZYMV) o local y/o sistémica (MNSV).
Capítulo 2
68
Las muestras se trituraron en mortero con una solución de Na2HPO4 0,03M (pH=8,5)
conteniendo además dietilditiocarbamato de sodio (DIECA) al 0,2%, a dilución 1/5. A
continuación se añadió carbón vegetal activo, para adsorber los inhibidores de
infección, y carborundo como abrasivo, cada uno de ellos a razón de 75 mg/ml.
El inóculo así obtenido se distribuyó uniformemente sobre las hojas o cotiledones de las
plantas en el estado vegetativo citado en la Tabla 2.13. Para ello se frotaron suavemente
con el dedo índice, protegido por un guante de látex, y transcurridos unos minutos se
lavaron las hojas inoculadas con agua corriente.
2.3.4. Inoculación de ZYMV
En el caso de ZYMV, se utilizó el mismo método de inoculación y se probaron tres
temperaturas de incubación diferentes, dos constantes, a 20 ºC y 25 ºC, y una variable, a
25 ºC durante el día y 18 ºC durante la noche. El fotoperiodo fue en todos los casos de
14 horas de luz (300 µmol CO2. m-2. s-1) y la humedad relativa del 60%. Se inocularon
10 plantas de cada una de las entradas de melón: 'Doublon', '9120' y 'PI 414723'.
'Doublon' y '9120' fueron dos de las entradas que habían mostrado reacción irregular en
inoculaciones previas en condiciones de invernadero. Con este material vegetal se
hicieron dos lotes homogéneos. Todas las plantas se inocularon cuando alcanzaron su
estado óptimo (Tabla 2.13), y, en uno de los lotes, las plantas fueron reinoculadas siete
días más tarde sobre los cotiledones y la primera hoja.
2.3.5. Evaluación de síntomas.
Las plantas inoculadas se mantuvieron en observación durante dos meses
aproximadamente. La observación de los síntomas se realizó cada tres días durante las
dos primeras semanas y posteriormente cada semana, utilizando abreviaturas (Tabla
2.14) para describir y anotar los síntomas observados, locales y sistémicos.
Capítulo 2
69
Tabla 2.14. Abreviaturas utilizadas para la descripción de los síntomas observados tras
las inoculaciones con los diferentes virus.
Abreviatura Síntoma
Infección localL
S Infección sistémica
ll Lesiones locales
Mo Mosaico sistémico
D Deformación de hojas
St Estrías
Abreviatura Síntoma
Vc Nervaduras claras
Vn Nervaduras necróticas
Nh Necrosis en el hipocotilo
c Clorótico
n Necrótico
0 Sin síntomas
2.3.6. Técnicas serológicas.
La presencia o ausencia de infección, local y/o sistémica, por CMV, MNSV y ZYMV,
fue analizada en cada caso mediante pruebas de inmunoadsorción con anticuerpos
conjugados con un enzima, por la técnica de doble sandwich (DAS-ELISA) (Clark y
Adams, 1977). En general, los análisis de las muestras procedentes de tejido inoculado
y no inoculado se realizaron 15 y 30 días después de la inoculación de las plantas,
respectivamente.
Se utilizaron los antisueros policlonales comerciales de Loewe Phytodiagnostica
(Otterfing, Alemania), para la detección de CMV y MNSV y de Sanofi Diagnostics
Pasteur (Marnes La Coquette, Francia) para ZYMV y se siguieron los protocolos
indicados por cada casa comercial para la preparación de los tampones y los tiempos de
incubación.
Las placas de poliestireno se tapizaron con los anticuerpos específicos de cada antígeno
y se mantuvieron en incubación 4 horas a 37ºC. Aproximadamente 0,3 gramos de cada
muestra fueron procesados con tampón de extracción, a dilución 1/10 (p/v), en un
triturador de muestras de cilindros giratorios, y se aplicaron 100 µl del extracto a cada
pocillo, para la formación del complejo antígeno-anticuerpo en caso de presencia del
virus, manteniendo las placas durante toda la noche a 4ºC. Posteriormente se añadieron
los anticuerpos marcados con Fosfatasa Alcalina y se mantuvieron en incubación 4
horas a 37ºC. Finalmente se añadió el sustrato p-nitrofenilfosfato de la casa comercial
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Sigma. La presencia del antígeno específico se detectó mediante la reacción positiva de
la Fosfatasa Alcalina con el sustrato que produjo un cambio de color. La respuesta
colorimétrica fue medida como la absorbancia a 405 nm (A405) en un espectrofotómetro
Titertek Multiskan Plus (Labsystems, Finlandia).
En cada placa se incluyeron controles positivos, negativos y blancos. Los controles
positivos consistieron en extractos de plantas inoculadas con cada uno de los virus a
analizar, los controles negativos se obtuvieron de plantas sin inocular de todas las
especies vegetales analizadas y el control blanco se realizó con el tampón de extracción.
Las muestras fueron consideradas positivas cuando el valor de A405  fue superior al
triple del valor del control negativo (Sutula et al., 1986).
2.4. RESULTADOS
2.4.1. Condiciones de inoculación de ZYMV
En la Tabla 2.15 se resumen los resultados obtenidos en las inoculaciones con el aislado
M-33-96 en las condiciones de inoculación utilizadas. En general, el porcentaje de
plantas con síntomas aumentó cuando las plantas se inocularon una segunda vez.
Respecto a la temperatura, en todos los casos fue mayor el número de plantas que
desarrollaron síntomas cuando la temperatura de incubación fue de 25ºC constante.
Los síntomas observados en las plantas de melón consistieron en mosaico con ampollas
verde oscuro, áreas verde oscuro alrededor de las venas, deformación de las hojas y
amarilleo. En general, se comenzaron a observar síntomas en primer lugar en las plantas
que se incubaron a 25 ºC (seis días después de la inoculación), seguido de las
establecidas a 18/25 ºC (ocho días) y por último en las incubadas a 20 ºC (doce días).
Entre las plantas inoculadas en las mismas condiciones se observaron diferencias en la
severidad de los síntomas, algunas plantas presentaron síntomas fuertes de mosaico y
deformación foliar mientras que en otras se observó mosaico suave y, en ocasiones,
recuperación de síntomas.
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Tabla 2.15. Porcentaje de plantas de melón, 'Doublon', '9120' y 'PI 414723', que
presentaron síntomas sistémicos con el aislado M-33-96 de ZYMV, en diferentes
condiciones de inoculación.
Temperatura Nº inoc* 'Doublon' '9120' 'PI 414723'
1 70 60 025ºC
2 100 100 0
1 50 30 025ºC/18ºC
2 100 50 0
1 50 60 020ºC
2 80 60 0
* número de inoculaciones; 1: una inoculación; 2: dos inoculaciones, la segunda una semana después de
la primera.
2.4.2. Clasificación de los aislados.
2.4.2.1. Virus del mosaico del pepino (Tabla 2.16)
Todos los aislados produjeron síntomas sistémicos en todas las plantas de 'Doublon'
inoculadas. De los dieciséis aislados caracterizados, once (M-373, M-415, M-408, M-
318, M/96/40, M/96/44, M/96/91, M/96/37, M/96/41, M/96/42 y M/96/36) no
produjeron síntomas en melón 'PI 161375', aunque de forma esporádica se observaron,
en alguna de las diez plantas inoculadas con cada aislado, síntomas muy suaves en la
primera hoja, apareciendo las siguientes hojas sin síntomas y recuperación posterior de
las plantas.
Los cinco aislados restantes (M-730, M-15-96, M-413, M-93-85 y M-32-96)
produjeron síntomas en todas las plantas inoculadas de 'PI 161375' en forma de mosaico
y/o manchas cloro-necróticas, rizado de las hojas y reducción generalizada del
crecimiento de las plantas (Figura 2.1.a).
Todas las plantas de 'Doublon' resultaron sensibles, desarrollando mosaico foliar con
ampollas y áreas verde oscuro alrededor de las nervaduras y, en algunos casos,
reducción del crecimiento (Figura 2.1.b). Algunas de las plantas mostraron, además de
la infección sistémica, lesiones locales cloróticas.
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Tabla 2.16. Síntomas sistémicos mostrados por las variedades de melón, 'Doublon' y 'PI
161375', inoculadas mecánicamente con dieciséis aislados de CMV y tipo de reacción
de los mismos, así como patotipo en que pueden clasificarse los aislados, de acuerdo
con Leroux et al. (1979)
.
Variedades diferenciales de melón
'Doublon' 'PI 161375'
Aislado Síntomas Reacción Síntomas Reacción Patotipo
M-373 Mo S 0 R 'Común'
M-730 Mo S Mo S 'Song'
M-415 Mo S 0 R 'Común'
M-15-96 Mo S Mo S 'Song'
M-408 Mo S 0 R 'Común'
M-318 Mo S 0 R 'Común'
M-413 Mo S Mo S 'Song'
M-93-85 Mo S Mo S 'Song'
M-32-96 Mo S Mo S 'Song'
M/96/40 Mo S 0 R 'Común'
M/96/44 Mo S 0 R 'Común'
M/96/91 Mo S 0 R 'Común'
M/96/37 Mo S 0 R 'Común'
M/96/41 Mo S 0 R 'Común'
M/96/42 Mo S 0 R 'Común'
M/96/36 Mo S 0 R 'Común'
R: resistente, S: sensible; Mo: mosaico sistémico, 0: sin síntomas.
2.4.2.2. Virus de las manchas necróticas del melón (Tabla 2.17)
Los seis aislados de MNSV estudiados provocaron la misma reacción sobre las
variedades de melón 'Doublon' y 'ANC-42'. 'Doublon' presentó lesiones locales
necróticas, que aparecieron a partir de los tres o cuatro días de la inoculación, sin
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desarrollo posterior de síntomas sistémicos (Figura 2.1.c). 'ANC-42' también presentó
síntomas locales y desarrolló, además, síntomas sistémicos en forma de manchas
cloróticas que evolucionaron a necróticas (Figura 2.1.d), y que aparecieron siete a nueve
días después de la inoculación en todas las plantas, excepto en el caso de los aislados
M-1-90 y MNSV-264 que sólo los produjeron sobre ocho y tres plantas de las diez
inoculadas, respectivamente; también se observaron estrías necróticas en tallo y
peciolos y/o marchitamiento y muerte de las plantas.
'PMR-5', portadora del gen nsv en homocigosis, no desarrolló síntomas con cinco de los
seis aislados estudiados.
El aislado denominado MNSV-264 fue el único que indujo síntomas en todas las
variedades estudiadas. Todas las plantas de 'PMR-5' presentaron lesiones locales
necróticas y en cuatro plantas se observaron además síntomas sistémicos.
Tabla 2.17. Síntomas mostrados por las variedades de melón, 'ANC-42', 'Doublon' y
'PMR-5', inoculadas mecánicamente con seis aislados de MNSV y tipo de reacción, de
acuerdo con Pitrat y Lecoq (1984a)
Variedades diferenciales de melón
'ANC-42' 'Doublon' 'PMR-5'
Aislado Síntomas Reacción Síntomas Reacción Síntomas Reacción
M-8-85 lln/Sc-n1 S lln/0 S 0/0 R
M-4-88 lln/Sc-n S lln/0 S 0/0 R
M-1-90 8/10
2 lln/Sc-n
2/10 lln/0
S lln/0 S 0/0 R
M-8-93 lln/Sc-n S lln/0 S 0/0 R
M-14-95 lln/Sc-n S lln/0 S 0/0 R
MNSV-264 3/10 lln/Sc-n
7/10 lln/0
S lln/0 S 4/10 lln/Sc-n
6/10 lln/0
S
1Reacción local / reacción sistémica; R: resistente, S: susceptible; lln: lesiones locales necróticas; Sc-n:
manchas cloro-necróticas. 2Número de plantas con síntomas / número total de plantas inoculadas.
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2.4.2.3. Virus del mosaico amarillo del calabacín  (Tabla 2.18)
De los diecisiete aislados de ZYMV estudiados, cuatro de ellos, S-5-95, S-9-95, M-7-85
y M-11-97, produjeron síntomas sistémicos de mosaico en forma de manchas cloróticas
sobre casi todas las plantas de 'PI 414723' inoculadas (Figura 2.1.e). Sólo frente a dos de
estos aislados, S-9-95 y S-5-95, se observaron una y dos plantas, respectivamente, que
no presentaron síntomas.
Con el resto de los aislados, la mayoría de las plantas de 'PI 414723' inoculadas, más del
90% en todos los casos, permanecieron sin desarrollar síntomas. Todos los aislados
produjeron en las plantas de 'Doublon' mosaico foliar con ampollas verde oscuro,
filiformismo, amarilleo y en algunos casos reducción del crecimiento (Figura 2.1.f).
Tabla 2.18. Reacción de 'Doublon' y 'PI 414723', número de plantas con mosaico
sistémico y sin síntomas, con distintos aislados de ZYMV y clasificación de éstos en
patotipos, de acuerdo con Lecoq y Pitrat (1984).
Variedades diferenciales de melón
nº plantas de 'Doublon' nº plantas de 'PI 414723'Aislado
Con mosaico Sin síntomas Con mosaico Sin síntomas
Patotipo
S-5-95 10 0 18 2 1
C 16 10 0 0 20 0
S-8-95 10 0 0 20 0
S-9-95 10 0 19 1 1
C-6-96 10 0 0 20 0
C 71 10 0 0 20 0
C-2-96 10 0 0 20 0
M-38-96 10 0 0 20 0
Pep-1-97 10 0 0 20 0
C-1-96 10 0 4 16 0
M-33-96 10 0 0 20 0
M-46-96 10 0 2 18 0
M-30-88 10 0 3 17 0
M-7-85 10 0 20 0 1
M-11-97 10 0 20 0 1
M-37-96 10 0 4 16 0
S-6-95 10 0 0 20 0
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Figura 2.1. Sintomatología mostrada por plantas de melón inoculadas mecánicamente
para la clasificación de los aislados de CMV, MNSV y ZYMV. (a) mosaico producido
por CMV, aislado M-730, en 'PI 161375' (b) mosaico producido por CMV, aislado M-
373, en 'Doublon'. (c) lesiones locales necróticas en los cotiledones producidas por
MNSV, aislado M-8-85, en 'Doublon'. (d) lesiones locales necróticas en los cotiledones
y manchas cloro-necróticas sistémicas en hoja producidos por MNSV, aislado M-8-85,
en 'ANC-42'. (e) mosaico foliar con ampollas de color verde oscuro, rizado del limbo y
bordes dentados, producido por ZYMV, aislado M-33-96, en 'PI 414723'. (f) mosaico y
deformación de hoja producido por ZYMV, aislado M-11-97, en 'Doublon'
a b
c d
e f
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2.4.2.4. Elección de los aislados
Los resultados obtenidos en las inoculaciones sobre variedades diferenciales de melón,
indicadoras de los patotipos o grupos de cepas descritos en la bibliografía, pusieron de
manifiesto la existencia de aislados de los tres virus, CMV, MNSV y ZYMV, con
diferente comportamiento, algunos de los cuales superan las resistencias descritas para
cada uno de ellos.
En los tres virus se obtuvieron dos grupos de aislados, diferenciados según su
comportamiento sobre las variedades o líneas diferenciales de melón, por lo que se
eligió un aislado de cada grupo (Tabla 2.19). De CMV se eligieron los aislados M-373,
perteneciente a las cepas 'Comunes', y M-730, perteneciente a las cepas 'Song'. De
MNSV se eligió el único aislado con capacidad para superar la resistencia conferida por
el gen nsv, MNSV-264, y, entre los restantes, el M-8-85, que fue el primer aislado de
MNSV obtenido en el laboratorio del S.I.A. En el caso de ZYMV, se eligieron dos
aislados que habían presentado un comportamiento homogéneo sobre 'PI 414723': M-
33-96, perteneciente al patotipo 0 y  M-11-97, perteneciente al patotipo 1.
Estos aislados fueron caracterizados sobre una gama amplia de especies indicadoras y
se utilizaron para los trabajos posteriores de búsqueda de fuentes de resistencia a CMV,
MNSV y ZYMV.
Tabla 2.19. Aislados de CMV, MNSV y ZYMV utilizados para el estudio del
comportamiento de material vegetal de melón.
Virus Aislado Patotipo o cepa
CMV M-373 'Común'
CMV M-730 'Song'
MNSV M-8-85 Común
MNSV MNSV-264 Supera la resistencia del gen nsv
ZYMV M-33-96 Patotipo 0
ZYMV M-11-97 Patotipo 1
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2.4.3. Caracterización de los aislados sobre una gama amplia de especies
indicadoras
2.4.3.1. Virus del mosaico del pepino (Tabla 2.20)
Los aislados de CMV produjeron síntomas, tanto locales como sistémicos, en la
mayoría de las especies inoculadas.
Entre los aislados M-373 y M-730 se observaron pocas diferencias en cuanto al número
de especies sensibles. El aislado M-730 fue el que produjo síntomas más severos. Las
especies que mostraron un comportamiento distinto tras la inoculación con cada uno de
los aislados fueron: Gomphrena globosa L., Ocimun basilicum L. (Figura 2.2.a),
Catharanthus roseus G. Don (Figura 2.2.b), Datura stramonium L. y Solanum
melongena L. Dichas especies mostraron, en una de las dos plantas inoculadas, mosaico
sistémico con M-730 y no desarrollaron síntomas con M-373.
Por serología se detectó el virus en todas las especies que mostraron síntomas y en
algunas especies sin síntomas aparentes, siendo los valores de A405nm más elevados en
las muestras de plantas inoculadas con el aislado M-730 que con M-373. Se detectó
CMV en el órgano inoculado de todas las especies, excepto C. meeusii, aunque en casi
la mitad de las especies (18 de 38) no se observaron síntomas locales. Con el aislado M-
373, el virus se detectó en hojas sin síntomas aparentes de G. globosa, S. melongena, D.
stramonium y C. roseus. Con el aislado M-730, se detectó el virus en las mismas
especies, tanto en las plantas que habían presentado síntomas como en las que no
mostraron reacción sistémica.
La mayoría de las especies cucurbitáceas inoculadas mostraron síntomas frente a los dos
aislados. Se observó reacción heterogénea en Cucumis myriocarpus y C. zeyheri. De las
cinco plantas de C. myriocarpus inoculadas, tres no mostraron síntomas con M-373
mientras que con M-730 reaccionaron todas. Las cuatro plantas de C. zeyheri
inoculadas con M-373 mostraron síntomas tanto locales como sistémicos, mientras que
con M-730 de las cinco plantas inoculadas sólo dos mostraron síntomas. Por serología
se detectó el virus en todas las plantas de estas especies a excepción de las tres plantas
que no mostraron síntomas con el aislado M-730. La única cucurbitácea que no mostró
síntomas sistémicos con ninguno de los dos aislados, ni se detectó el virus por serología
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en el tejido no inoculado, fue Cucumis meeusii, que únicamente presentó reacción local,
y resultado positivo en el análisis por ELISA, con el aislado M-730.
Tabla 2.20. Reacción de las especies indicadoras frente a la inoculación con los
aislados de CMV, M-373 y M-730, y resultados del test ELISA.
M-373 M-730
Familia y especie SíntomasL/S a
DAS-ELISA
L/S b
Síntomas
L/S a
DAS-ELISA
L/S b
Amarantáceas
Gomphrena globosa L. lln/0 +/+ lln/(Mo) +/+
Apocináceas
Catharanthus roseus G. Don 0/0 +/+ 0/(Mo) +/+
Chenopodiáceas
Chenopodium amaranticolor Coste &
Reyn.
lln/0 +/- lln/0 +/-
C. quinoa Willd. lln/(Mo) +/(+) lln/(Mo) +/(+)
Cucurbitáceas
Cucumis africanus L.f. llc/Mo +/+ (llc)/Mo +/+
Cucumis anguria L. var. Anguria llc/Mo +/+ llc/Mo +/+
Cucumis anguria L. var. Longipes llc/Mo +/+ llc/Mo +/+
Cucumis dipsaceus Ehrenb. Ex Spach (llc)/Mo +/+ llc/Mo +/+
Cucumis ficifolius A. Rich. llc/Mo +/+ llc/Mo +/+
Cucumis meeusii C. Jeffrey 0/0 -/- llc/0 +/-
Cucumis melo L. 'Doublon' llc/Mo +/+ 0/Mo +/+
Cucumis melo L. 'PI 161375' 0/0 (+)/- 0/Mo +/+
Cucumis metuliferus E. Mey. Ex
Naud.
llc/Mo +/+ llc/Mo +/+
Cucumis myriocarpus Naudin llc/(Mo) +/+ 0/Mo +/+
Cucumis prophetarum L. llc/Mo +/+ (llc)/Mo +/+
Cucumis sativus L. 'Marketmore' (llc)/Mo (+)/+ llc/Mo +/+
Cucumis zeyheri Sond. llc/Mo +/+ (llc)/(Mo) (+)/(+)
Cucurbita moschata (Duchesne ex
Lam.) Duchesne ex Poir.
0/Mo +/+ 0/Mo +/+
Cucurbita pepo L. 'Diamante F1' (llc)/Mo +/+ llc/Mo +/+
Lagenaria vulgaris Ser. 0/Mo +/+ llc/Mo +/+
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Tabla 2.20. Continuación.
M-373 M-730
Familia y especie SíntomasL/S a
DAS-ELISA
L/S b
Síntomas
L/S a
DAS-ELISA
L/S b
Luffa acutangula (L.) Roxb. llc/Mo +/+ llc/Mo +/+
Labiadas
Ocimum basilicum L. 0/0 +/- 0/(Mo) +/(+)
Leguminosas
Vigna unguiculata (L.) Walp lln/0 +/- lln/0 +/-
Solanáceas
Capsicum annuum L. 'Doux des
Landes'
0/Mo +/+ 0/Mo +/+
C. annuum L. 'Yolo Wonder' lln/Mo +/+ lln/Mo +/+
Datura stramonium L. llc/0 +/+ 0/(Mo) +/+
Nicotiana benthamiana Domin 0/Mo +/+ 0/Mo +/+
N. clevelandii Gray 0/Mo +/+ 0/Mo +/+
N. glutinosa L. 0/Mo +/+ 0/Mo +/+
N. megalosiphon Heurck e Muell 0/Mo +/+ 0/Mo +/+
N. rustica L. 0/Mo +/+ 0/Mo +/+
N. sylvestris Speg. et Comes 0/Mo +/+ (llc)/Mo +/+
N. tabacum L. 'Paraguay' 0/Mo +/+ 0/Mo +/+
N. tabacum L. 'Samsun' 0/Mo +/+ llc/Mo +/+
N. tabacum L. 'Xanthi nc' 0/Mo +/+ 0/Mo +/+
Petunia hybrida Vilm. 0/Mo +/+ 0/Mo +/+
Physalis floridana Rybd. 0/Mo +/+ 0/Mo +/+
Solanum melongena L. 'Cerna
Krazavitska'
0/0 +/+ 0/(Mo) +/+
a L/S, síntomas locales/síntomas sistémicos; 0, sin síntomas; Mo, mosaico; ll, lesiones locales; n,
necróticas; c, cloróticas. Los síntomas que aparecen entre paréntesis no se observaron en todas las plantas
inoculadas de la misma especie.
b Resultados del test DAS-ELISA (absorbancia a 405 nm) de extractos de los órganos inoculados (15 días
después de la inoculación)/no inoculados (30 días después de la inoculación). +, A405 > 3 veces el control
negativo sin inocular; -, A405 < 3 veces el control negativo sin inocular. Los resultados que aparecen entre
paréntesis indican que no se obtuvieron en todas las plantas analizadas.
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2.4.3.2. Virus de las manchas necróticas del melón (Tabla 2.21)
Con el aislado M-8-85, sólo las especies pertenecientes a la familia Cucurbitaceae
mostraron síntomas. En todos los casos éstos fueron locales y consistieron en lesiones
necróticas que aparecieron tres o cuatro días después de la inoculación. Por lo general,
los síntomas fueron homogéneos en todas las plantas, salvo en las especies: C.
colocynthis, C. myriocarpus y C. zeyheri. No presentaron síntomas las especies: C.
dipsaceus, C. ficifolius, C. pepo, L. vulgaris, L. acutangula y C. melo L. 'PMR-5'. Por
serología, se detectó el virus en todos los órganos con síntomas así como en los
cotiledones inoculados de algunas plantas sin síntomas de C. dipsaceus y C. ficifolius y
en las hojas apicales de L. acutangula.
Con el aislado MNSV-264 se observaron síntomas en la mayoría de las especies
cucurbitáceas, que consistieron en lesiones necróticas en los cotiledones inoculados. De
todas ellas, sólo C. zeyheri presentó comportamiento irregular y algunas plantas no
desarrollaron lesiones locales. C. ficifolius, C. myriocarpus, C. pepo, L. vulgaris y L.
acutangula no presentaron síntomas con este aislado. Los análisis serológicos pusieron
de manifiesto la presencia del virus en los cotiledones sin síntomas de C. ficifolius y L.
vulgaris y en hojas apicales asintomáticas de C. prophetarum y L. acutangula.
Con el aislado MNSV-264 se observaron además síntomas en especies pertenecientes a
las familias Solanaceae, Chenopodiaceae y Amarantaceae: Nicotiana benthamiana
(Figura 2.2.c), Chenopodium amaranticolor y C. quinoa y G. globosa L. (Figura 2.2.d),
respectivamente. En dichas especies el virus se detectó por serología en la zona
inoculada, que presentaba lesiones necróticas. Sólo se observaron síntomas sistémicos
en una de las dos plantas inoculadas de N. benthamiana, que consistieron en mosaico en
el ápice, inicialmente en forma de manchas cloróticas, y necrosis en los nervios que
evolucionó hasta provocar el marchitamiento y la muerte de la planta.
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Tabla 2.21. Reacción de las especies indicadoras frente a la inoculación con los
aislados de MNSV, M-8-85 y MNSV-264, y resultados del test ELISA.
M-8-85 MNSV-264
Familia y especie SíntomasL/S a
DAS-ELISA
L/S b
Síntomas
L/S a
DAS-ELISA
L/S b
Amarantáceas
Gomphrena globosa L. 0/0 -/- lln/0 +/-
Apocináceas
Catharanthus roseus G. Don 0/0 -/- 0/0 -/-
Chenopodiáceas
Chenopodium amaranticolor
Coste & Reyn.
0/0 -/- lln/0 +/-
C. quinoa Willd. 0/0 -/- lln/0 +/-
Cucurbitáceas
Citrullus colocynthis (L.) Schrad (lln)/0 (+)/0 lln/0 +/-
Citrullus lanatus (Thunb)
Matsumura & Nakai
lln/0 +/- lln/0 +/-
Cucumis africanus L.f. lln/0 +/- lln/0 +/-
Cucumis anguria L. var.
Anguria
lln/0 +/-
Cucumis anguria L. var.
Longipes
lln/0 +/-
Cucumis dipsaceus Ehrenb. ex
Spach
0/0 +/- lln/0 +/-
Cucumis ficifolius A. Rich. 0/0 (+)/- 0/0 (+)/-
Cucumis meeusii C. Jeffrey lln/0 +/- lln/0 +/-
Cucumis melo L. 'Doublon' lln/0 +/- lln/0 +/-
Cucumis melo L. 'PMR-5' 0/0 -/- lln/0 +/-
Cucumis metuliferus E. Mey. ex
Naud.
lln/0 +/- lln/0 +/-
Cucumis myriocarpus Naudin (lln)/0 (+)/- 0/0 -/-
Cucumis prophetarum L. lln/0 +/- lln/0 +/(+)
Cucumis sativus L. 'Marketmore' dtn/0 +/- dtn/0 +/-
Cucumis zeyheri Sond. (lln)/0 +/- (lln)/0 (+)/-
Cucurbita moschata (Duchesne
ex Lam.) Duchesne ex Poir
lln/0 +/- lln/0 +/-
Cucurbita pepo L. 'Diamante F1' 0/0 -/- 0/0 -/-
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Tabla 2.21. Continuación
M-8-85 MNSV-264
Familia y especie SíntomasL/S a
DAS-ELISA
L/S b
Síntomas
L/S a
DAS-ELISA
L/S b
Lagenaria vulgaris Ser. 0/0 -/- 0/0 +/-
Luffa acutangula (L.) Roxb. 0/0 -/+ 0/0 -/+
Labiadas
Ocimum basilicum L. 0/0 -/- 0/0 -/-
Leguminosas
Vigna unguiculata (L.) Walp 0/0 -/- 0/0 -/-
Solanáceas
Capsicum annuum L. 'Doux des
Landes'
0/0 -/- 0/0 -/-
C. annuum L. 'Yolo Wonder' 0/0 -/- 0/0 -/-
Datura stramonium L. 0/0 -/- 0/0 -/-
Nicotiana benthamiana Domin 0/0 -/- lln/(Mo) +/(+)
N. clevelandii Gray 0/0 -/- 0/0 -/-
N. glutinosa L. 0/0 -/- 0/0 -/-
N. megalosiphon Heurck e
Muell
0/0 -/- 0/0 -/-
N. rustica L. 0/0 -/- 0/0 -/-
N. sylvestris Speg. et Comes 0/0 -/- 0/0 -/-
N. tabacum L. 'Paraguay' 0/0 -/- 0/0 -/-
N. tabacum L. 'Samsun' 0/0 -/- 0/0 -/-
N. tabacum L. 'Xanthi nc' 0/0 -/- 0/0 -/-
Petunia hybrida Vilm. 0/0 -/- 0/0 -/-
Physalis floridana Rybd 0/0 -/- 0/0 -/-
Solanum melongena L. 'Cerna
Krazavitska'
0/0 -/- 0/0 -/-
a L/S, síntomas locales/síntomas sistémicos; 0, sin síntomas; Mo, mosaico; lln, lesiones locales necróticas;
dtn, puntos necróticos. Los síntomas que aparecen entre paréntesis no se observaron en  todas las plantas
inoculadas de la misma especie.
b Resultados del test DAS-ELISA (absorbancia a 405 nm) de extractos de los órganos inoculados (15 días
después de la inoculación)/no inoculados (30 días después de la inoculación). +, A405 > 3 veces el control
negativo sin inocular; -, A405 < 3 veces el control negativo sin inocular. Los resultados que aparecen entre
paréntesis indican que no se obtuvieron en todas las plantas analizadas.
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2.4.3.3. Virus del mosaico amarillo del calabacín (Tabla 2.22)
Las especies no cucurbitáceas mostraron el mismo comportamiento con los dos aislados
de ZYMV; sólo G. globosa, C. amaranticolor y C. quinoa presentaron reacción local
sin síntomas sistémicos; el resto de especies no manifestaron ningún tipo de reacción.
La respuesta de las especies cucurbitáceas fue variable y dependió del aislado.
Con el aislado M-33-96 se observó mosaico sistémico en todas las plantas de C.
lanatus, C. melo L. 'Doublon', C. sativus, C. pepo y L. acutangula. Presentaron un
comportamiento irregular: C. colocynthis, C. dipsaceus, C. metuliferus y C.
myriocarpus; en estas especies se observó mosaico sistémico en algunas de las plantas
inoculadas. Por serología se detectó el virus en todas las muestras procedentes de tejidos
con síntomas, así como en los cotiledones inoculados, sin síntomas aparentes, de: C.
colocyntis, C. metuliferus, C. sativus, C. zeyheri y C. pepo. No se observaron síntomas
ni se detectó el virus en las especies: C. africanus, C. ficifolius, C. figarei, C. meeusei,
C. melo L. 'PI 414723', C. prophetarum y L. siceraria.
Con el aislado M-11-97 se observó mosaico sistémico en: C. lanatus, C. melo L.
'Doublon' y 'PI 414723',  C. pepo y L. acutangula, y presentaron reacción irregular: C.
dipsaceus, C. metuliferus, C. sativus, C. zeyheri y L. siceraria. Por serologia se detectó
el virus en todas las plantas con síntomas así como en el tejido inoculado de algunas
especies que no presentaron síntomas locales. No se observaron síntomas ni se detectó
el virus en: C. colocynthis, C. ficifolius, C. figarei, C. meeusei, C. myriocarpus y C.
prophetarum.
Los síntomas fueron similares en todas las especies frente a los dos aislados, excepto en
C. pepo, que presentó mosaico sistémico más severo con el aislado M-33-96, en forma
de ampollas verde oscuro, deformación de hojas y filiformismo, mientras que los
síntomas con el aislado M-11-97 fueron más suaves y consistieron en áreas verde
oscuro alrededor de los nervios principalmente (Figura 2.2.e y 2.2.f).
Además de las cucurbitáceas, resultaron infectadas tres especies: G. globosa, C.
amaranticolor y C. quinoa, las cuales presentaron reacción local en forma de lesiones
cloróticas o necróticas similares con los dos aislados. El resto de las especies estudiadas
no presentaron síntomas ni se detectó el virus por serología en ningún caso.
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Tabla 2.22. Reacción de las especies indicadoras frente a la inoculación con los
aislados de ZYMV, M-33-96 y M-11-97, y resultados del test ELISA.
M-33-96 M-11-97
Familia y especie SíntomasL/S a
DAS-ELISA
L/S b
Síntomas
L/S a
DAS-ELISA
L/S b
Amarantáceas
Gomphrena globosa L. lln/0 +/- lln/0 +/-
Apocináceas
Catharanthus roseus G. Don 0/0 -/- 0/0 -/-
Chenopodiáceas
Chenopodium amaranticolor
Coste & Reyn.
llc/0 +/- llc/0 +/-
C. quinoa Willd. llc/0 +/- llc/0 +/-
Cucurbitáceas
Citrullus colocynthis (L.) Schrad 0/(Mo) +/(+) 0/0 -/-
Citrullus lanatus (Thunb)
Matsumura & Nakai
lln/ Mo +/+ lln/Mo +/+
Cucumis africanus L.f. 0/0 -/- --- ---
Cucumis dipsaceus Ehrenb. ex
Spach
0/(Mo) -/(+) 0/(Mo) -/(+)
Cucumis ficifolius A. Rich. 0/0 -/- 0/0 -/-
Cucumis figarei Delile ex
Naudin, nom. illeg.
0/0 -/- 0/0 -/-
Cucumis meeusii C. Jeffrey 0/0 -/- 0/0 -/-
Cucumis melo L. 'Doublon' 0/Mo +/+ 0/Mo +/+
Cucumis melo L. 'PI 414723' 0/0 -/- 0/Mo +/+
Cucumis metuliferus E. Mey. ex
Naud.
0/(Mo) +/(+) 0/(Mo) +/(+)
Cucumis myriocarpus Naudin 0/(Mo) -/(+) 0/0 -/-
Cucumis prophetarum L. 0/0 -/- 0/0 -/-
Cucumis sativus L. 'Marketmore' 0/Mo +/+ 0/(Mo) +/+
Cucumis zeyheri Sond. 0/0 +/- 0/(Mo) +/(+)
Cucurbita pepo L. 'Diamante F1' 0/Mo +/+ 0/Mo +/+
Lagenaria siceraria (Molina)
Standl
0/0 -/- 0/(Mo) -/(+)
Luffa acutangula (L.) Roxb. llc/Mo +/+ llc/Mo +/+
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Tabla 2.22. Continuación
M-33-96 M-11-97
Familia y especie SíntomasL/S a
DAS-ELISA
L/S b
Síntomas
L/S a
DAS-ELISA
L/S b
Labiadas
Ocimum basilicum L. 0/0 -/- 0/0 -/-
Leguminosas
Vigna unguiculata (L.) Walp 0/0 -/- 0/0 -/-
Solanáceas
Capsicum annuum L. 'Doux des
Landes'
0/0 -/- 0/0 -/-
C. annuum L. 'Yolo Wonder' 0/0 -/- 0/0 -/-
Datura stramonium L. 0/0 -/- 0/0 -/-
Nicotiana benthamiana Domin 0/0 -/- 0/0 -/-
N. clevelandii Gray 0/0 -/- 0/0 -/-
N. glutinosa L. 0/0 -/- 0/0 -/-
N. megalosiphon Heurck e
Muell
0/0 -/- 0/0 -/-
N. rustica L. 0/0 -/- 0/0 -/-
N. sylvestris Speg. et Comes 0/0 -/- 0/0 -/-
N. tabacum L. 'Paraguay' 0/0 -/- 0/0 -/-
N. tabacum L. 'Samsun' 0/0 -/- 0/0 -/-
N. tabacum L. 'Xanthi nc' 0/0 -/- 0/0 -/-
Petunia hybrida Vilm. 0/0 -/- 0/0 -/-
Physalis floridana Rybd. 0/0 -/- 0/0 -/-
Solanum melongena L. 'Cerna
Krazavitska'
0/0 -/- 0/0 -/-
a L/S, síntomas locales/síntomas sistémicos; 0, sin síntomas, Mo, mosaico, ll, lesiones locales; n,
necróticas; c, cloróticas. Los síntomas que aparecen entre paréntesis no se observaron en  todas las plantas
inoculadas de la misma especie.
b Resultados del test DAS-ELISA (absorbancia a 405 nm) de extractos de los órganos inoculados (15 días
después de la inoculación)/no inoculados (30 días después de la inoculación). +, A405 > 3 veces el control
negativo sin inocular; -, A405 < 3 veces el control negativo sin inocular. Los resultados que aparecen entre
paréntesis indican que no se obtuvieron en todas las plantas analizadas.
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Figura 2.2. Sintomatología mostrada por las especies indicadoras inocu
mecánicamente con los aislados de CMV, MNSV y ZYMV. (a) Mosaico en Oc
basilicum L. producido por CMV, aislado M-730; (b) mosaico en Catharantus r
G. Don producido por CMV, aislado M-730; (c) lesiones locales necrótica
Nicotiana benthamiana Domin producido por MNSV, aislado MNSV-264; (d) les
locales necróticas en Gomphrena globosa L. producido por MNSV, aislado MN
264; (e) mosaico con ampollas verde oscuro en Cucurbita pepo L. 'Diamant
producido por ZYMV, aislado M-33-96; y (f) mosaico con áreas verde oscuro alre
de las venas y clorosis en Cucurbita pepo L. 'Diamante F1' producido por ZY
aislado M-11-97.
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2.5. DISCUSIÓN
2.5.1. Condiciones de inoculación de ZYMV
La variabilidad observada en la aparición de síntomas (Tabla 2.15) sugiere la influencia
de las condiciones ambientales en la expresión de síntomas por ZYMV. En los ensayos,
la aparición de síntomas se ha visto favorecida por la temperatura más alta (25ºC), lo
que coincide con Mahgoub et al. (1998) que observaron síntomas más severos en
plantas de calabaza, inoculadas mecánicamente con ZYMV, cuando se mantuvieron a
temperaturas altas (25 a 35ºC), mientras que los síntomas fueron más suaves a
temperaturas inferiores (15 a 25ºC). Sin embargo, en condiciones de infección natural,
se han observado síntomas más severos durante el invierno, probablemente debido a que
los días son más cortos y la intensidad de luz menor (Pitrat y Lecoq, 1984b; Danin-
Poleg et al., 1997).
El número de plantas con síntomas fue mayor cuando las plantas fueron inoculadas dos
veces, en las tres condiciones de temperatura probadas, lo que pone de manifiesto la
conveniencia de adoptar dicha práctica en los trabajos de comportamiento y búsqueda
de resistencia a ZYMV en material vegetal de melón. La reinoculación ha sido citada
previamente en el método de inoculación de ZYMV por otros autores (Danin-Poleg et
al., 1997; Anagnostou et al., 2000).
Según los resultados obtenidos en los diferentes ensayos (Tabla 2.15), la totalidad de las
plantas de las variedades sensibles, 'Doublon' y '9120', desarrollaron síntomas
únicamente cuando fueron inoculadas dos veces y mantenidas a 25ºC, por lo que estas
condiciones pueden ser consideradas como aconsejables para estudiar el
comportamiento de material vegetal frente a ZYMV con el fin de buscar fuentes de
resistencia.
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2.5.2. Clasificación de los aislados
2.5.2.1. Virus del mosaico del pepino
La reacción de las especies indicadoras puso de manifiesto que, según la clasificación
de Marrou et al. (1975), todos los aislados de CMV pertenecían al grupo C, equivalente
al Subgrupo I, en base a los síntomas mostrados por Nicotiana tabacum L. 'Xanthi nc',
que consistieron en mosaico sistémico; uno de los dieciséis aislados, el M/96/36, indujo
además síntomas locales en forma de lesiones cloróticas. Según la reacción de 'PI
161375' (Leroux et al., 1979), once aislados se comportaron como cepas 'Comunes' y
cinco presentaron el comportamiento característico del grupo de las cepas 'Song', lo que
supone aproximadamente el 31% de los aislados (Tabla 2.16). Los resultados son
similares a los obtenidos en prospecciones realizadas en el Sudeste de Francia por
Leroux et al. (1979); estos autores clasificaron todos los aislados procedentes de melón
dentro del grupo C y, según la reacción de la línea 'PI 161375', aproximadamente un
39% fueron cepas 'Song'.
La clasificación en los grupos B y C, definidos por sintomatología, se corresponde con
la clasificación serológica en los grupos ToRS y DTL, respectivamente (Devergne y
Cardin, 1973). Aunque no se han realizado pruebas serológicas con anticuerpos
específicos, de acuerdo con los resultados de sintomatología en especies indicadoras,
todos los aislados estudiados estarían incluidos, por analogía, en el grupo DTL. En
España se han detectado cepas de los dos subgrupos ToRS y DTL predominando las
cepas del grupo DTL (Luis-Arteaga, 1989; De Blas et al., 1993), lo que se corresponde
con los resultados obtenidos en este trabajo.
2.5.2.2. Virus de las manchas necróticas del melón
Cinco de los seis aislados estudiados indujeron síntomas similares en las variedades de
C. melo estudiadas (Tabla 2.17), por lo que se clasificaron en el mismo grupo. El
aislado MNSV-264 fue el único capaz de inducir síntomas en 'PMR-5', variedad
portadora del gen nsv en homocigosis, lo que corrobora su capacidad para superar la
resistencia conferida por este gen (Díaz et al., 2002). Los aislados con este tipo de
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comportamiento no parecen frecuentes dentro de las poblaciones de MNSV en España,
sin embargo, esta situación puede cambiar a consecuencia del uso, cada vez más
generalizado, de cultivares comerciales de melón con genotipo nsv/nsv (Díaz et al.
2002). Por tanto es conveniente buscar fuentes de resistencia a este tipo de aislados,
teniendo en cuenta, además, que ha sido España el primer país donde han aparecido y,
hasta el momento, el único.
2.5.2.3. Virus del mosaico amarillo del calabacín
La reacción de la línea 'PI 414723' (Tabla 2.18), puso de manifiesto que, según la
clasificación de Lecoq y Pitrat (1984), cuatro aislados, S-5-95, S-9-95, M-7-85 y M-11-
97, presentaron el comportamiento característico del patotipo 1, mientras que el resto
(13 aislados) se comportaron como patotipo 0.
La heterogeneidad observada en la expresión de síntomas de 'PI 414723' frente a seis de
los aislados estudiados (Tabla 2.18), dos del patotipo 1 (S-5-95 y S-9-95) y cuatro del
patotipo 0 (C-1-96, M-46-96, M-30-88 y M-37-96), ha sido señalada anteriormente por
Lecoq y Pitrat (1984) quienes atribuyen este comportamiento a la heterogeneidad
genética del material vegetal, del aislado viral o a los mecanismos de la propia
resistencia, que se puede ver influenciada por las condiciones ambientales. Danin-Poleg
et al. (1997), también observaron que la línea 'PI 414723', tras la inoculación con
ZYMV, segregaba para resistencia. Estos autores determinaron que esta variabilidad se
debía a que el material vegetal utilizado era genéticamente heterogéneo, y tras siete
generaciones de autofecundación de plantas resistentes obtuvieron aproximadamente el
100% de las plantas resistentes. El estudio del determinismo genético de la resistencia
concluyó que está controlada por tres genes dominantes complementarios (Danin-Poleg
et al., 1997). La diferencia con los resultados de Lecoq y Pitrat (1984) podría deberse al
aislado de ZYMV usado en cada estudio y/o al parental susceptible utilizado en los
cruzamientos. Anagnostou et al. (2000), en el estudio de heredabilidad de la resistencia
en 'PI 414723', observaron fenómenos de recuperación de algunas plantas que habían
presentado síntomas sistémicos severos sobre las primeras hojas. Esta recuperación
puede indicar, según dichos autores, la presencia de genes adicionales modificadores
que segregan en la progenie; un único gen principal parece controlar la diferencia
fenotípica entre la recuperación y la no recuperación de las plantas. De nuevo, la
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utilización de aislados virales diferentes, la influencia de las condiciones ambientales y
la heterogeneidad del material vegetal pueden ser la causa de las diferencias obtenidas
respecto a Lecoq y Pitrat (1984) y Danin-Poleg et al. (1997).
En este trabajo no se ha encontrado ningún aislado perteneciente al patotipo 2, lo que
puede deberse a la poca frecuencia con la que estos aislados se encuentran en la
naturaleza (Lecoq y Pitrat, 1984). Aunque, aparentemente, algunos aislados de ZYMV
poseen el potencial de evolucionar a formas más virulentas (patotipo 2), en ausencia de
presión selectiva, debido a que no existen cultivares de melón comerciales con el gen
Zym de resistencia, esta evolución raramente ocurre (Lecoq y Purcifull, 1992). Sin
embargo, en trabajos realizados en Sudán se ha encontrado una alta proporción de
aislados de ZYMV (64%) pertenecientes al patotipo 2 (Mahgoub et al., 1998). Según
dichos autores, una posible explicación de este hecho podría ser la presencia del gen de
resistencia Zym en poblaciones silvestres de C. melo en Sudán (uno de los centros de
origen del melón), que puede haber inducido esta evolución en condiciones naturales.
2.5.3. Caracterización de los aislados sobre una gama amplia de especies
indicadoras
2.5.3.1. Virus del mosaico del pepino
El amplio rango de huéspedes observado con los dos aislados, M-373 y M-730, se
corresponde con el citado en la bibliografía para CMV, el cual es capaz de infectar, de
forma experimental, a más de 1000 especies pertenecientes a 85 familias (Van
Regenmortel et al., 2000).
Se observaron algunas diferencias entre los dos aislados estudiados, M-373 y M-730, en
cuanto a sintomatología y especies huéspedes (Tabla 2.20). El aislado M-730,
perteneciente al grupo de cepas 'Song', produjo, en general, síntomas más severos que el
aislado M-373, que se correspondieron además con lecturas de absorbancia superiores
en el test ELISA, lo que pudo ser debido a una concentración viral superior en el
inóculo, puesta de manifiesto por el mayor número de lesiones observadas en V.
unguiculata y C. amaranticolor. Por otro lado, las especies que mostraron síntomas
únicamente con uno de los dos aislados no lo hicieron en todas las plantas. Estos
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resultados podrían deberse a la heterogeneidad en el estado vegetativo de las plantas y
por lo tanto de su susceptibilidad al virus y sugerirían la necesidad o conveniencia de
repetir la inoculación unos días más tarde, al igual que se hizo con ZYMV, para
conseguir resultados homogéneos en todas las plantas. Por ello, aunque se detectaron
algunas diferencias entre los dos aislados, ni la gama de huéspedes ni los síntomas
inducidos en las diferentes especies, resultaron lo suficientemente específicos de cada
aislado para poderlos discriminar claramente. Según estos resultados los aislados M-730
y M-373 no se han podido diferenciar biológicamente salvo por el comportamiento de
la línea de melón 'PI 161375'.
Otros autores han citado resistencia a CMV en algunas especies del género Cucumis,
entre ellas: C. africanus L. f., C. zeyheri Sond, C. anguria L. y C. mypiocarpus Naud
(Institut vor Veredeling van Tuinbouwgewassen, 1988; citado por Esteva y Nuez,
1991). Estas especies resultaron, por lo general, sensibles frente a los dos aislados
estudiados. La posible utilización de entradas diferentes, dentro de cada especie, y de
aislados del virus distintos puede ser la causa de estas diferencias de sensibilidad a
CMV. Únicamente las especies C. myriocarpus y C. zeyheri presentaron
comportamiento irregular con uno de los dos aislados, M-373 y M-730,
respectivamente. Independientemente de la manifestación o no de sintomatología, en
todas las plantas de C. myriocarpus se detectó el virus por serología, lo que indica la
presencia del virus, mientras que en las plantas asintomáticas de C. zeyheri se
obtuvieron resultados serológicos negativos. Esta última especie ha sido citada por otros
autores como la menos sensible a CMV, en ensayos para la búsqueda de resistencias en
especies silvestres de Cucumis (Pitrat y Dumas de Vaulx, 1979).
2.5.3.2. Virus de las manchas necróticas del melón
La mayoría de las especies pertenecientes a la familia Cucurbitaceae mostraron lesiones
locales necróticas frente a los dos aislados, M-8-85 y MNSV-264 (Tabla 2.21). Este
comportamiento es característico de los huéspedes artificialmente infectados por virus
pertenecientes, al igual que MNSV, al género Carmovirus, donde el virus tiende a
permanecer localizado y se forman las lesiones necróticas (Rengermortel et al., 2000).
Ninguna de las plantas de especies cucurbitáceas desarrollaron síntomas sistémicos con
ninguno de los dos aislados. En condiciones de infección natural se ha observado que la
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aparición de los síntomas de MNSV es muy variable y se encuentra influenciada por las
condiciones ambientales (Juárez et al., 1993). Según Lecoq y Pitrat (1982), la expresión
de síntomas se ve favorecida cuando los fotoperiodos son cortos y las temperaturas
frescas y, dado que estas inoculaciones se realizaron durante los meses de Julio y
Agosto, con fotoperiodos largos, las condiciones desfavorables para el desarrollo de la
enfermedad podrían haber sido la causa de la ausencia de síntomas sistémicos en alguna
o todas las especies estudiadas.
El comportamiento observado en las plantas de L. acutangula, que no mostraron
síntomas, (Tabla 2.21) indica que la entrada utilizada presenta tolerancia a los aislados
M-8-85 y MNSV-264, ya que se obtuvieron resultados serológicos positivos con ambos
aislados, lo que indica infección sistémica del virus. Sobre esta especie, en Grecia se
han descrito lesiones locales necróticas y síntomas sistémicos en forma de manchas
cloro-necróticas en las hojas y estrías necróticas en los tallos, provocados por aislados
de MNSV procedentes de melón y sandía (Avgelis, 1985, 1989). La diferencia con los
resultados obtenidos en este trabajo podría deberse al origen diferente de la entrada
utilizada de L. acutangula y/o al aislado de MNSV usado para las inoculaciones.
L. vulgaris no mostró síntomas con ninguno de los aislados y el virus únicamente se
detectó por serología en el tejido inoculado con el aislado MNSV-264. Avgelis (1985)
observó que L. vulgaris mostraba reacción local frente a un aislado griego procedente
de melón y era resistente a un aislado procedente de sandía (Avgelis, 1989), lo que
indica que el comportamiento de esta especie puede variar según el aislado de MNSV
utilizado en las inoculaciones.
Como sucede con el aislado M-8-85, la mayoría de los aislados descritos en la
bibliografía tienen la gama de huéspedes restringida a especies cucurbitáceas
(Gonzalez-Garza et al., 1979; Bos et al., 1984; Avgelis, 1985; Furuki, 1981; Matsuo et
al., 1991; Tomassoli et al., 1999; Tomassoli y Barba, 2000).  También existen otros
aislados cuya gama de huéspedes abarca especies de otras familias, como sucede con el
aislado MNSV-264. Así, Marrou y Risser (1967) describieron un aislado procedente de
melón que produjo síntomas locales en C. amaranticolor y C. quinoa;  Avgelis (1989)
describió un aislado de sandía que provocaba síntomas locales y sistémicos en algunas
plantas de N. benthamiana, síntomas locales en G. globosa y no infectaba a C. quinoa;
el mismo autor describió otro aislado procedente de pepino produciendo síntomas
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locales en G. globosa pero sin capacidad para infectar a N. benthamiana ni a C. quinoa
(Avgelis, 1990).
Además de los síntomas inducidos por el aislado MNSV-264 en las variedades
portadoras del gen de resistencia nsv, como 'PMR-5', la capacidad de este aislado para
inducir síntomas en especies no cucurbitáceas, como N. benthamiana, G. globosa, C.
amaranticolor y C. quinoa, permite diferenciarlo del aislado M-8-85.
2.5.3.3. Virus del mosaico amarillo del calabacín
C. amaranticolor y C. quinoa se suelen utilizar como especies indicadoras del virus,
debido a que presentan reacción local frente a la mayoría de los aislados conocidos
(Tabla 2.5). G. globosa también reacciona, por lo general, localmente, aunque frente a
algunos aislados el virus permanece latente en la zona inoculada (Somowiyarjo, 1985) o
no hay reacción (Al-Musa, 1989a). Otra especie indicadora cuya reacción depende del
aislado es N. benthamiana, que, al igual que con M-11-97 y M-33-96 (Tabla 1.21), no
presenta reacción con aislados procedentes de Florida, Connecticut y Hawaii (Purcifull
et al., 1984a; Provvidenti et al., 1984; Ullman et al., 1991), mientras que muestra
reacción latente con aislados procedentes de Sudán y Líbano (Maghoub et al., 1997;
Lesemann et al., 1983).
Los dos aislados, M-11-97 y M-33-96, inducen síntomas similares a los producidos por
los aislados franceses E9 y E15 en las especies no cucurbitáceas (Lecoq et al., 1981), es
decir, reacción local en C. amaranticolor, C. quinoa y G. globosa, y ausencia de
reacción en C. roseus, O. basilicum y V. unguiculata, así como en todas las especies
solanáceas probadas. Este comportamiento también se asemeja al del aislado italiano
que dio nombre al virus (Lisa et al., 1981), aunque este último tiene un comportamiento
diferente en N. clevelandii, que presenta infección local latente, mientras que los
aislados españoles no infectan dicha especie.
Los síntomas sistémicos que presentaron algunas especies cucurbitáceas no aparecieron
en todas las plantas. Por ejemplo, C. dipsaceus, C. metuliferus, C. myriocarpus y C.
zeyherii, presentaron síntomas sistémicos sólo en algunas de las plantas inoculadas
(Tabla 2.22). Sin embargo, todas estas especies fueron susceptibles frente a los aislados
E9 y E15 de ZYMV procedentes de Francia (Lecoq et al., 1981). Probablemente, las
condiciones ambientales en las que se incubaron las plantas (invernadero con
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temperaturas oscilando entre 15ºC y 25ºC) pudo ser una de las causas de esta
heterogeneidad en la expresión de síntomas. Según los resultados presentados
anteriormente (Tabla 2.15), en las condiciones más próximas a las del invernadero
(temperatura variable día-noche de 25ºC y 18ºC), aproximadamente la mitad de las
plantas de las variedades sensibles, 'Doublon' y '9120', mostraron síntomas,
comportamiento que coincide con el de alguna de las especies inoculadas. Estos
resultados sugieren además la conveniencia de repetir la inoculación unos días más
tarde para conseguir resultados homogéneos en todas las plantas. Posibles fuentes de
resistencia a M-33-96 y M-11-97 podrían localizarse en C. ficifolius, C. figarei, C.
meeusii y C. prophetarum, sin embargo, la citada influencia de las condiciones
ambientales y la conveniencia de repetir la inoculación unos días más tarde hacen
necesario verificar estos resultados en las condiciones de inoculación descritas en el
Apartado 2.5.1.
En algunas entradas de C. colocynthis y L. siceraria se han localizado fuentes de
resistencia o tolerancia a cepas americanas (ZYMV-CT y ZYMV-FL) y de Taiwán
(Provvidenti et al., 1984; Huang et al., 1993). En nuestro caso, C. colocynthis mostró
síntomas en algunas plantas cuando se inoculó con M-33-96 y no reaccionó frente a M-
11-97 y L. siceraria no reaccionó frente a M-33-96 y mostró síntomas sistémicos en
algunas plantas con M-11-97. También se ha citado resistencia a ZYMV en C. figarei
(Osaki et al., 1994), lo que coincide con nuestros resultados, ya que esta especie no
presentó síntomas ni se detectó el virus por serología con ninguno de los dos aislados.
Además estos autores también encontraron que esta entrada era resistente a otros virus
(CGMMV, WMV-2, MNSV).
L. acutangula reaccionó, al igual que con la mayoría de los aislados citados en la
bibliografía, con mosaico sistémico, que fue severo frente a los dos aislados, mientras
que algunos aislados de otros orígenes producen en esta especie reacción latente (Lisa et
al., 1981; Somowiyarjo, 1985).
Los síntomas que presentaron las plantas fueron similares en todas las especies frente a
los dos aislados excepto en C. pepo, que presentó mosaico sistémico más severo con el
aislado M-33-96 en forma de ampollas verde oscuro, deformación de hojas y
filiformismo (Figura 2.2.e), mientras que el aislado M-11-97 produjo síntomas más
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suaves, en forma de áreas verde oscuro alrededor de los nervios principalmente (Figura
2.2.f).
2.6. CONCLUSIONES
1. Las condiciones de temperatura constante de 25 ºC e inoculación repetida de las
plantas con un intervalo de siete días, la primera de ellas en estado de cotiledones e
inicio de la primera hoja, han sido las más idóneas para realizar el estudio del
comportamiento de material vegetal frente a ZYMV por inoculación mecánica
artificial.
2. El estudio de la variabilidad existente entre los aislados de CMV, MNSV y ZYMV,
en base al comportamiento de distintas variedades de melón por inoculación
mecánica artificial, ha permitido caracterizarlos de acuerdo con las clasificaciones
existentes para cada virus:
2.1. De los dieciséis aislados de CMV, estudiados según la reacción de la línea
coreana de melón 'PI 161375', once, M-373, M-415, M-408, M-318, M/96/40,
M/96/44, M/96/91, M/96/37, M/96/41, M/96/42 y M/96/36, han sido
clasificados como cepas 'Comunes' y cinco, M-730, M-15-96, M-413, M-93-
85 y M-32-96, como cepas 'Song'. En base a los síntomas mostrados por
Nicotiana tabacum L. 'Xanthi nc', todos los aislados pertenecieron al grupo C,
equivalente al Subgrupo I, y por extensión al grupo serológico DTL.
2.2. De los seis aislados de MNSV estudiados, cinco de ellos, M-8-85, M-4-
88, M-1-90, M-8-93 y M-14-95, mostraron un comportamiento similar y
no infectaron al melón 'PMR-5', y el restante aislado, denominado MNSV-
264, fue capaz de superar la resistencia conferida por el gen nsv.
2.3. De los diecisiete aislados de ZYMV estudiados, según la reacción de la
línea hindú de melón 'PI 414723', trece pertenecieron al patotipo 0 y cuatro al
patotipo 1.
3. De la caracterización de los aislados M-373, M-730, M-8-85, MNSV-264, M-33-96
y M-11-97 sobre una gama más amplia de especies indicadoras, se extraen las
siguientes conclusiones:
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3.1. Los dos aislados de CMV, M-373 y M-730, produjeron síntomas en la
práctica totalidad de las especies inoculadas, con un comportamiento similar
entre ellos: ni la gama de huéspedes ni los síntomas que muestran resultaron lo
suficientemente específicos de cada aislado para poder diferenciarlos
biológicamente, salvo por su comportamiento de ausencia y presencia de
infección sistémica, respectivamente, de la línea de melón 'PI 161375'.
3.2. De las 17 especies cucurbitáceas inoculadas con los dos aislados de CMV,
sólo C. meeusii fue resistente al aislado M-373 y presentó reacción local sin
reacción sistémica con el aislado M-730.
3.3. La caracterización biológica de los aislados de MNSV, M-8-85 y MNSV-
264, diferenciables por su capacidad para no superar y superar la resistencia
conferida por el gen nsv en melón, respectivamente, ha puesto de manifiesto la
existencia de especies con distinto comportamiento según el aislado. Con el
aislado M-8-85 sólo las especies pertenecientes a la familia Cucurbitaceae han
mostrado síntomas, mientras que el aislado MNSV-264 produjo también
síntomas en especies pertenecientes a las familias: Amarantaceae (G. globosa),
Chenopodiaceae (C. amaranticolor y C. quinoa) y Solanaceae (N.
benthamiana).
3.4. De las 19 especies cucurbitáceas inoculadas con los dos aislados de
MNSV, cabe destacar la reacción de C. pepo, inmune a ambos aislados, L.
acutangula, que se mostró tolerante, C. myriocarpus, resistente a MNSV-264 y
con comportamiento irregular frente a M-8-85 y L. vulgaris, que no mostró
síntomas y el virus únicamente se detectó por serología en el tejido inoculado
con MNSV-264.
3.5. La caracterización biológica de los aislados de ZYMV, M-33-96 y M-11-
97, pertenecientes a los patotipos 0 y 1 respectivamente, mostró una gama de
huéspedes reducida, similar para los dos aislados. Entre las especies no
cucurbitáceas sólo G. globosa, C. amaranticolor y C. quinoa presentaron
reacción local mientras que C. roseus, O. basilicum, V. unguiculata y todas las
especies solanáceas probadas fueron asintomáticas con los dos aislados. Los
síntomas producidos por ambos aislados fueron similares en todas las especies,
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excepto en Cucurbita pepo, que presentó síntomas más severos frente al
aislado M-33-96.
3.6. Entre las especies cucurbitáceas inoculadas con ZYMV, C. ficifolius, C.
figarei, C. meeusii y C. prophetarum fueron resistentes a los dos aislados
probados.
CAPÍTULO 3.    BÚSQUEDA DE RESISTENCIA A VIRUS
EN MATERIAL VEGETAL DE MELÓN
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3.1. INTRODUCCIÓN
El mejor método de control, para evitar las pérdidas de rendimiento provocadas por la
acción de las virosis, es la utilización de cultivares resistentes. Para la localización de
fuentes de resistencia a virus, los recursos fitogenéticos constituyen la base biológica de
los programas de mejora, y por lo general, la selección del material vegetal se realiza
según la aparición de síntomas tras la inoculación artificial del virus y verificando la
presencia del virus en las plantas sin síntomas mediante técnicas de detección
serológicas y/o moleculares (Khertarpal et al., 1998).
Según la terminología utilizada por Matthews (1991), el tipo de respuesta de la planta
frente a la inoculación con virus puede ser:
A. Inmune (no huésped). El virus es incapaz de multiplicarse en las células de la planta
inoculadas directamente.
B. Infectable (huésped). El virus se replica e infecta las células.
B.1. Resistente (hipersensible extrema). La multiplicación viral queda
restringida a las células  directamente inoculadas.
B.2. Resistente (hipersensible). La reacción de la plata limita la infección en una
zona que rodea las células directamente inoculadas. Generalmente en este tipo de
respuesta se forman lesiones locales necróticas.
B.3. Susceptible (multiplicación y movimiento sistémico).
B.3.1. Sensible: la planta manifiesta síntomas más o menos severos.
B.3.2. Tolerante: prácticamente no se manifiestan síntomas en la planta.
Cuando se han localizado los genes de resistencia, la incorporación de éstos en
cultivares comerciales es uno de los mejores métodos de control de las enfermedades de
naturaleza viral (Moriones y Luis-Arteaga, 1996).
En este capítulo se estudia el comportamiento de material vegetal de melón,
principalmente procedente de la Península Ibérica, centro secundario de diversificación
del melón (Esquinas-Alcázar y Gulick, 1983), frente a los virus CMV, MNSV y
ZYMV, utilizando los dos aislados de cada uno de dichos virus que fueron
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caracterizados en el capítulo anterior. El método utilizado fue la inoculación mecánica
artificial. La evaluación se realizó mediante la observación de los síntomas en el
material vegetal inoculado y la detección de los diferentes virus por el método
serológico ELISA-DAS, cuando los síntomas fueron dudosos.
A continuación se revisan las resistencias descritas en melón frente a los tres virus
citados.
3.1.1. Resistencia a CMV en melón.
Se han descrito resistencias a CMV en las siguientes líneas de melón: 'Freeman's
cucumber', 'Mitangcheng', 'Shirourinigo' y 'PI 161375'. La resistencia está gobernada
por tres genes recesivos en la línea 'Freeman's cucumber' (Karchi et al., 1975); por dos y
tres pares de genes complementarios en los cultivares japoneses 'Mitangcheng' y
'Shirourinigo', respectivamente (Takada, 1979) y es oligogénica y recesiva en la línea
coreana 'PI 161375' (Risser et al., 1977). Estos últimos autores indican que
probablemente el mismo mecanismo genético controla la resistencia a CMV en 'PI
161375' y en 'Freeman's cucumber'.
En melón se han localizado algunos aislados de CMV que superan la resistencia de la
línea PI 161375 (Leroux et al., 1979). Estos aislados han sido agrupados en un patotipo
particular denominado 'Song' haciendo referencia al nombre local, 'Songwhan Charmi',
de la línea PI 161375. Las cepas que no son capaces de infectar dicha línea se
denominan cepas 'Comunes'.
También se han descrito resistencias a la transmisión del virus por el pulgón Aphis
gossypii Glov. en PI 161375 (Lecoq et al., 1979, 1980), así como en material autóctono
español: 'Ariso', 'Invernizo' y 'Escrito' (Pitrat et al., 1988), aunque esta última resistencia
no ha sido confirmada por trabajos posteriores (Soria et al., 2000). La resistencia a la
transmisión está controlada por un gen dominante llamado Vat (Virus aphid
transmission) (Pitrat y Lecoq, 1980). Este mecanismo actúa específicamente frente a A.
gossypii, mientras que otras especies de pulgón como Myzus persicae Sulz. son capaces
de inocular virus a plantas de melón portadoras del gen (Lecoq et al., 1980), aunque su
capacidad transmisora se ve disminuida cuando prueban repetidamente plantas
resistentes (Martín et al., 1998). La resistencia controlada por el gen Vat ha sido
introducida en cultivares comerciales de melón y es también efectiva contra otros virus
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transmitidos por A. gossypii como los potyvirus y, con menor eficacia, contra CABYV
(Lecoq et al., 1998).
En la línea PI 161375, la resistencia a la transmisión por A. gossypii, monogénica
dominante, es independiente de la resistencia a las cepas comunes de CMV cuyo control
es oligogénico recesivo (Pitrat y Lecoq, 1980).
Otros mecanismos de resistencia a CMV que se están desarrollado en melón son la
resistencia mediada por el gen de la proteína de la cápsida (Fuchs et al., 1997) y la
utilización de ribocimas con actividad de corte del ARN que codifica la proteína de la
cápsida de CMV, siendo efectivas en la protección de melón contra varias cepas del
virus (Lecoq et al., 1998).
3.1.2. Resistencia a MNSV en melón.
Se ha señalado resistencia a MNSV en los cultivares de tipo Cantaloup americano
'Improved Gulfstream', 'Perlita', ’Platers Jumbo' y 'PMR-5'; en la línea de mejora
WMR29 (16995-M1) y en el melón tipo Honey Dew 'PMR 61090' (González-Garza et
al., 1979), los cuales no muestran síntomas tras la inoculación mecánica con el virus. En
'Improved Gulfstream', 'Platers Jumbo' y 'PMR-5', la resistencia a MNSV está
controlada por un único gen recesivo denominado nsv (necrotic spot virus) (Coudriet et
al., 1981). También se ha detectado este mismo mecanismo de resistencia en la línea
coreana 'PI 161375' (Maestro, 1992). La resistencia controlada por este gen nsv es la
única descrita para MNSV.
Esta resistencia ha sido incorporada en cultivares comerciales, como 'Vital', 'Primal' y
otros, cuyo uso está siendo efectivo para el control de MNSV. Sin embargo,
recientemente ha aparecido en Almería una nueva cepa con capacidad para superar la
resistencia conferida por el gen nsv (Díaz et al., 2000, 2002), lo cual supone una
amenaza para el cultivo de melón y hace necesaria la búsqueda de nuevas fuentes de
resistencia.
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3.1.3. Resistencia a ZYMV en melón.
En melón, la única fuente de resistencia conocida para ZYMV es la conferida por un
único gen dominante denominado Zym (Zucchini yellow mosaic) detectado en la línea
de origen hindú 'PI 414723' (Pitrat y Lecoq, 1984b). La resistencia en esta línea ha
resultado efectiva frente a algunos aislados de ZYMV pero existen variantes del virus
que superan esta resistencia de forma parcial o total (Lecoq y Pitrat, 1984). Según la
reacción inducida en la línea PI 414723, estos autores han agrupado los aislados de
ZYMV en los patotipos 0, 1 y 2 descritos en el Apartado 1.2.3.3.
Otras propuestas sugieren una mayor complejidad genética en el mecanismo que
controla la resistencia a ZYMV en la línea PI 414723. Raffo et al. (1989) propusieron
que esta resistencia era poligénica, Danin-Poleg et al. (1997) determinaron que estaba
controlada por tres genes dominantes y complementarios, y Anagnostou et al. (2000)
observaron la presencia de genes adicionales modificadores, que controlarían la
recuperación observada en algunas plantas.
Algunas plantas de variedades locales de Afganistán e India poseen cierta tolerancia a
los aislados de ZYMV capaces de superar el gen Zym (Provvidenti, 1989). Herrington y
Prytz (1990) realizaron la búsqueda de nuevas fuentes de resistencia a ZYMV en
variedades de melón encontrando líneas como la 91213 con reacciones similares a la de
'PI 414723' (ambas derivadas de la línea 'PI 371795') y otras con porcentajes de
infección bajos, recuperación parcial o síntomas suaves, cuya evaluación podría
proporcionar nuevas fuentes de resistencia o tolerancia a ZYMV.
No existe ninguna variedad comercial que incorpore la resistencia conferida por el gen
dominante Zym, lo que probablemente esté relacionado con las dudas sobre el
cgenotype-Poleg et al., 1997; Anagnostou et al., 2000). Además, la existencia de
aislados que la superan causa cierta incertidumbre sobre su durabilidad, por lo que
parece necesaria la búsqueda de nuevas fuentes de resistencia a este virus.
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3.2. OBJETIVOS
Debido a que la utilización de cultivares resistentes constituye el método más efectivo
para combatir las enfermedades de naturaleza viral, y teniendo en cuenta que en el
capítulo anterior se ha puesto de manifiesto la existencia de aislados españoles de los
tres virus capaces de superar las resistencias descritas en la bibliografía, el objetivo de
este capítulo fue buscar material vegetal de melón resistente y/o tolerante a los virus
CMV, MNSV y ZYMV en inoculación mecánica artificial, principalmente en material
procedente de la Península Ibérica, con el fin de poder utilizarlo posteriormente en
programas de mejora genética para resistencia.
3.3. MATERIALES Y MÉTODOS.
3.3.1. Material vegetal
El material vegetal fue proporcionado por los siguientes bancos españoles de
germoplasma: Banco de Germoplasma de Especies de Hortícolas del S.I.A., Zaragoza
(49 entradas), Estación Experimental 'La Mayora' del C.S.I.C., Málaga (54 entradas) y
Centro Nacional de Recursos Fitogenéticos 'El Encín' del I.N.I.A., Madrid (6 entradas).
Estos bancos incorporan entradas de melón de orígenes geográficos diversos que en su
mayoría son variedades locales españolas. También se utilizaron entradas procedentes
del Instituto de Genética y Mejora de Cultivos Vegetales (IPK) de Gatersleben en
Alemania (30 entradas) y de la Universidad Çukurova de Adana en Turquía (29
entradas). El origen geográfico y el banco de procedencia de cada una de las entradas
utilizadas se detallan en el Anexo 2.
Por lo general, se evaluaron de 10 a 12 plantas por cada entrada y aislado viral, excepto
cuando no se disponía de semilla suficiente, en cuyo caso se inoculó solamente con el
aislado más frecuente de cada virus. En ocasiones el número de plantas fue inferior a
consecuencia de algún problema en la germinación de las semillas o porque las
plántulas no alcanzaban el estado óptimo en el momento de la inoculación.
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Para las inoculaciones con cada aislado viral, se realizaron series de aproximadamente
10 entradas de melón, incluyendo una gama reducida de especies indicadoras (Tabla
2.13), así como las líneas de melón que sirven de base para la clasificación de los
aislados: 'PI 161375' para CMV, 'PMR-5' para MNSV y 'PI 414723' para ZYMV
(Figura 3.1.a). En todas las series de inoculaciones realizadas con los tres virus se
incluyó la variedad 'Doublon' como control sensible.
La siembra y el cultivo del material vegetal fue el descrito anteriormente (Apartado
2.3.2.2).
3.3.2. Aislados virales
Se utilizaron seis aislados virales: dos de CMV, dos de MNSV y dos de ZYMV (Tabla
2.19), todos ellos procedentes de melón cultivado en diferentes zonas de España.
3.3.3. Inoculaciones
Se inocularon 162 y 48 entradas con los aislados de CMV M-373 y M-730
respectivamente (Tabla 3.2), 168 y 48 entradas con los aislados de MNSV M-8-85 y
MNSV-264 respectivamente (Tabla 3.3) y 43 y 38 entradas con los aislados de ZYMV,
M-33-96 y M-11-97 respectivamente (Tabla 3.4).
Las inoculaciones se realizaron de forma mecánica sobre lotes homogéneos de plantas
de melón en estado de cotiledones bien expandidos e iniciación de la primera hoja.
Los tres virus se inocularon según el método descrito en el Apartado 2.3.3. Las plantas
inoculadas con CMV y MNSV se ubicaron en un invernadero de cristal de ambiente
controlado, con las temperaturas oscilando entre 15 y 25ºC. Los ensayos se realizaron
en los meses de abril a septiembre de los años 1999 a 2002.
Con ZYMV se realizaron dos inoculaciones sucesivas a intervalos de una semana y las
plantas se dispusieron en cámaras climáticas a una temperatura de 25ºC, 60% de
humedad relativa y 14 horas de luz (300 µmol CO2. m-2. s-1), de acuerdo con los
resultados expuestos en el Apartado 2.4.1.
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3.3.4. Método de evaluación
Las plantas se mantuvieron en observación durante 60 días después de la inoculación y
se anotaron los síntomas, tanto locales como sistémicos, cada tres días durante los diez
primeros días y después semanalmente. En los casos en que los síntomas fueron
dudosos se confirmó la presencia o ausencia de virus mediante análisis serológicos por
ELISA-DAS (Apartado 2.3.6).
Se consideraron sensibles al virus aquellas plantas que desarrollaron los síntomas
característicos de la enfermedad según los criterios establecidos para cada virus. Las
plantas inoculadas con CMV y ZYMV se consideraron sensibles cuando desarrollaron
síntomas sistémicos, principalmente en forma de mosaico en las hojas. Las plantas
inoculadas con MNSV se consideraron sensibles cuando desarrollaron síntomas locales
en forma de lesiones necróticas, independientemente del desarrollo posterior de
síntomas sistémicos, debido a que la única resistencia a MNSV descrita (Coudriet et al.,
1981) se pone de manifiesto por la ausencia de síntomas locales y sistémicos (González-
Garza et al., 1979; Pitrat y Lecoq, 1984a).
3.4. RESULTADOS
3.4.1. Especies indicadoras
En la Tabla 3.1 aparecen los síntomas producidos por los aislados de CMV, MNSV y
ZYMV sobre la gama de especies indicadoras utilizada. Dicha gama de especies
permitió diferenciar los virus CMV, MNSV y ZYMV, así como confirmar las
diferencias entre los aislados de cada uno de ellos indicadas en el capítulo anterior.
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Tabla 3.1. Síntomas de la gama de especies indicadoras utilizada en las inoculaciones
de los lotes de material vegetal de melón con dos aislados de CMV, MNSV y ZYMV.
CMV MNSV ZYMV
M-373 M-730 M-8-85 MNSV-264 M-33-96 M-11-97
Vigna unguiculata L. Walp lln/0* lln/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Nicotiana tabacum L. 'Xanthi nc' 0/Mo 0/Mo 0/0 0/0 0/0 0/0
Cucurbita pepo L. 'Diamante F1' llc/Mo llc/Mo 0/0 0/0 0/Mo 0/Mo
Cucumis sativus L. 'Marketmore' (llc)/(Mo) (llc)/(Mo) lln/0 lln/0 0/(Mo) 0/(Mo)
Chenopodium amaranticolor
Coste & Reyn llc-n/0 llc-n/0 0/0 llc-n/0 llc-n/0 llc-n/0
Ch. quinoa Willd llc-n/0 llc-n/0 0/0 llc-n/0 llc-n/0 llc-n/0
N. benthamiana Domin --- --- 0/0 Sn/(Mo) --- ---
Gomphrena globosa L. --- --- 0/0 lln/0 lln/0 lln/0
Cucumis melo L. cv. 'PMR-5' --- --- 0/0 lln/(Sc-n) --- ---
Cucumis melo L. cv. 'Doublon' (llc)/Mo (llc)/Mo lln/0 lln/0 0/Mo 0/Mo
Cucumis melo L.  'PI 161375' 0/0 (llc)/Mo --- --- --- ---
Cucumis melo L.  'PI 414723' --- --- --- --- 0/0 0/Mo
* Síntomas locales / síntomas sistémicos; ll: lesiones locales, n: necróticas, c: cloróticas, Mo: mosaico, S:
manchas, 0: sin síntomas. Entre paréntesis se indican los síntomas que no aparecen en todas las plantas
inoculadas. --- especie no inoculada.
3.4.2. Inoculaciones de material vegetal de melón
3.4.2.1. Virus del mosaico del pepino (Tabla 3.2)
El síntoma más característico que presentaron las plantas de melón inoculadas con
CMV fue la alteración del color en las hojas que mostraron mosaico de intensidad
variable, consistente en áreas verde claro y verde oscuro (Figura 2.1 a y b); también se
observaron deformaciones del limbo en forma de ampollas de color verde oscuro y
oscurecimiento de la superficie del contorno de los nervios. Algunas plantas también
presentaron síntomas locales en forma de lesiones cloróticas en los cotiledones, en
ocasiones difusas.
Excepto la línea coreana 'PI 161375', utilizada como testigo resistente, las restantes 161
entradas inoculadas con el aislado M-373 fueron sensibles y mostraron los síntomas
anteriormente descritos.
Las 48 entradas inoculadas con el aislado M-730 fueron sensibles y las plantas
desarrollaron síntomas de mosaico, en ocasiones de mayor intensidad a los mostrados
con el aislado M-373. La línea 'PI 161375', que se incluyó como control en todas las
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series de inoculaciones realizadas, resultó sensible al aislado M-730. Sin embargo, en
ocasiones se observaron algunas plantas que no presentaron síntomas o los síntomas
fueron muy suaves. Los resultados serológicos revelaron que la absorbancia en 'PI
161375' (A405nm = 0,385) era menor que la del control sensible 'Doublon' (A405nm =
0,736).
En general, todas las plantas inoculadas mostraron síntomas con los dos aislados,
excepto en ocho entradas, C 410, C 426, TURCO ref.4, TURCO ref.6, TURCO ref.12,
TURCO ref.51, TURCO ref.99 y TURCO ref.104, en las que una o dos plantas no
presentaron síntomas cuando se inocularon con M-373, y dos entradas, Caña Dulce y
Mollerusa 2,  en las que una y dos plantas, respectivamente, no presentaron síntomas
cuando se inocularon con M-730.
Todas las plantas de 'Doublon', utilizado como control sensible en todas las series de
inoculaciones realizadas, desarrollaron los síntomas sistémicos característicos de CMV.
Tabla 3.2. Comportamiento de diferentes entradas de melón frente a la inoculación
mecánica con los aislados del virus del mosaico del pepino (CMV), M-373 y M-730:
número de plantas inoculadas (N), número de plantas que presentaron síntomas locales
(lesiones cloróticas) y/o síntomas sistémicos (mosaico) con cada uno de los aislados, y
reacción (RC) de cada entrada.
Aislados de CMV
M-373 M-730
Síntomas Síntomas
ENTRADA
N* locales
(nº plantas)
sistémicos
(nº plantas)
RC N locales
(nº plantas)
sistémicos
(nº plantas)
RC
9120 4 4 4 S*
52.252 9 9 9 S 8 8 8 S
2624-Bi 10 10 10 S 10 10 10 S
26929-ms3 9 9 9 S 9 9 9 S
7A-1-2 8 0 8 S
8-85 10 10 10 S 10 10 10 S
Agostizo 8 8 8 S
Agrestis 6 0 6 S 10 0 10 S
Amarillo Alargado 13 10 13 S 10 0 10 S
Amarillo Blanco Piñón 13 7 13 S
Amarillo Cáscara Pinta 12 12 12 S
Amarillo Exportación 12 10 12 S
ANC-157 7 0 7 S
ANC-42 12 12 12 S
ANC-45 10 0 10 S
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Tabla 3.2. Continuación.
Aislados de CMV
M-373 M-730
Síntomas Síntomas
ENTRADA
N locales
(nº plantas)
sistémicos
(nº plantas)
RC N locales
(nº plantas)
sistémicos
(nº plantas)
RC
ANC-71 10 0 10 S
ANC-93 10 10 10 S
Banda de Godoy 9 5 9 S 10 0 10 S
Baza 12 0 12 S
Bolas 14 12 14 S 9 0 9 S
C 305 10 0 10 S
C 308 10 0 10 S
C 317 10 0 10 S
C 323 9 0 9 S
C 326 10 0 10 S
C 330 10 0 10 S
C 333 12 0 12 S
C 343 11 0 11 S
C 344 12 0 12 S
C 353 11 0 11 S
C 357 12 3 12 S
C 372 10 8 10 S
C 375 11 5 11 S
C 376 10 1 10 S
C 377 11 5 11 S
C 378 12 7 12 S
C 382 11 6 11 S
C 389 12 10 12 S
C 390 12 5 12 S
C 394 11 7 11 S
C 400 12 12 12 S
C 410 10 10 9 S
C 413 7 0 7 S
C 420 12 12 12 S
C 422 12 12 12 S
C 426 12 12 11 S
Cantaloup Haogen 9 0 9 S 10 0 10 S
Caña Dulce 11 11 11 S 9 0 8 S
Castellanos 8 0 8 S
CC140884-1C 9 9 9 S 10 0 10 S
CC-17 9 0 9 S
Común 12 12 12 S 10 0 10 S
CUM 122 10 0 10 S
CUM 170 9 0 9 S
CUM 172 8 0 8 S
CUM 204 10 0 10 S
CUM 230 10 10 10 S
CUM 241 10 10 10 S
CUM 263 10 0 10 S
CUM 299 10 10 10 S
CUM 31 10 0 10 S
CUM 333 9 0 9 S
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Tabla 3.2. Continuación.
Aislados de CMV
M-373 M-730
Síntomas Síntomas
ENTRADA
N locales
(nº plantas)
sistémicos
(nº plantas)
RC N locales
(nº plantas)
sistémicos
(nº plantas)
RC
CUM 334 10 0 10 S
CUM 335 10 0 10 S
CUM 338 10 0 10 S
CUM 355 10 0 10 S
CUM 363 10 0 10 S
CUM 366 7 0 7 S
CUM 372 10 0 10 S
CUM 375 10 0 10 S
CUM 376 10 0 10 S
CUM 378 10 0 10 S
CUM 379 10 0 10 S
CUM 443 10 0 10 S
CUM 468 9 0 9 S
CUM 474 9 0 9 S
CUM 479 10 0 10 S
CUM 481 9 0 9 S
CUM 483 10 0 10 S
CUM 484 8 0 8 S
CUM 496 10 0 10 S
CUM 85 9 0 9 S
De Buena Clase 6 0 6 S
De La Marina 12 4 12 S 10 0 10 S
Del País 10 2 10 S 10 0 10 S
Doublon 14 0 14 S 10 0 10 S
EC-10 8 0 8 S
EC-18 10 0 10 S
EC-19 7 0 7 S
Edisto 47 10 10 10 S 10 0 10 S
El Encin 4078 10 0 10 S 10 0 10 S
El Encin 45 10 0 10 S 10 0 10 S
El Encin 64 10 0 10 S 10 0 10 S
El Encin 69 10 0 10 S 10 0 10 S
Esento 12 3 12 S
Franceset 10 0 10 S 10 0 10 S
GR-091084-1C 9 0 9 S
Halès Best 10 10 10 S 10 10 10 S
Hidalgo 10 2 10 S 10 0 10 S
Invernizo 12 3 12 S 7 0 7 S
J-2211-13-C 10 10 10 S 10 0 10 S
J-2811-1-C 10 10 10 S 10 0 10 S
Kaoapn ozipa nº27 10 10 10 S 10 0 10 S
Kogane Nashi Makuwa 9 9 9 S 9 0 9 S
Loperano 11 7 11 S 10 0 10 S
Loperos 11 0 11 S
Maduro Amarillo 12 7 12 S 10 0 10 S
Maduro Negro 11 6 11 S 10 10 10 S
Melba 7 0 7 S 9 0 9 S
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Tabla 3.2. Continuación.
Aislados de CMV
M-373 M-730
Síntomas Síntomas
ENTRADA
N locales
(nº plantas)
sistémicos
(nº plantas)
RC N locales
(nº plantas)
sistémicos
(nº plantas)
RC
Menovi Moupkeicio 9 0 9 S 9 0 9 S
Mochuelos 12 9 12 S 10 0 10 S
Mollerusa 1 11 0 11 S 11 0 11 S
Mollerusa 2 12 0 12 S 12 0 10 S
Mollerusa 3 12 0 12 S 11 0 11 S
Mollerusa 7 12 0 12 S
Moscatel 12 0 12 S
MUC-47 6 0 6 S
Negro 11 0 11 S 4 0 4 S
Negro de Elche 12 0 12 S
Ogen 10 0 10 S 10 0 10 S
Oliwin 10 0 10 S 10 0 10 S
Pedroso 10 0 10 S 10 0 10 S
PI 161375 10 0 0 R 9 0 9 S
PI 17.187 11 11 11 S 10 10 10 S
Pintasapo 2 0 2 S 10 0 10 S
Piñonet 7 0 7 S
PMR-45 10 0 10 S 11 0 11 S
SH-021-1 10 10 10 S 10 0 10 S
Tendral Verde 10 10 10 S 10 10 10 S
TGR-1551 7 7 7 S 7 0 7 S
TURCO ref.2 10 0 10 S
TURCO ref.3 10 0 10 S
TURCO ref.4 9 0 8 S
TURCO ref.6 12 0 11 S
TURCO ref.11 4 0 4 S
TURCO ref.12 18 0 17 S
TURCO ref.16 13 0 13 S
TURCO ref.17 7 0 7 S
TURCO ref.18 5 0 5 S
TURCO ref.23 5 0 5 S
TURCO ref.24 2 0 2 S
TURCO ref.30 7 0 7 S
TURCO ref.34 11 0 11 S
TURCO ref.35 10 0 10 S
TURCO ref.38 11 0 11 S
TURCO ref.51 8 0 6 S
TURCO ref.60 7 0 7 S
TURCO ref.98 4 0 4 S
TURCO ref.99 8 0 7 S
TURCO ref.100 8 0 8 S
TURCO ref.101 11 0 11 S
TURCO ref.104 8 0 7 S
TURCO ref.105 11 0 11 S
TURCO ref.106 4 0 4 S
TURCO ref.107 9 0 9 S
TURCO ref.117 14 0 14 S
TURCO ref.127 13 0 13 S
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Tabla 3.2. Continuación.
Aislados de CMV
M-373 M-730
Síntomas Síntomas
ENTRADA
N locales
(nº plantas)
sistémicos
(nº plantas)
RC N locales
(nº plantas)
sistémicos
(nº plantas)
RC
TURCO ref.130 14 0 14 S
TURCO ref.131 13 0 13 S
VC-108 9 9 9 S
VC-116 9 9 9 S
Verdoso 8 0 8 S
* S: sensible, R: resistente.
3.4.2.2. Virus de las manchas necróticas del melón (Tabla 3.3)
Tras la inoculación mecánica del material vegetal con los aislados de MNSV, se
observaron tres comportamientos diferentes: plantas que presentaron síntomas locales,
plantas que mostraron síntomas locales y síntomas sistémicos y plantas que no
desarrollaron síntomas.
Los síntomas locales consistieron en lesiones necróticas en los cotiledones inoculados,
que se desarrollaron a partir de los 3 ó 4 días de la inoculación. Los síntomas sistémicos
aparecieron a partir de los siete días y consistieron en manchas cloróticas que
evolucionaron a necróticas, así como estrías necróticas en tallo y peciolos que, en
algunos casos, llegaron a provocar el marchitamiento y la muerte de las plantas (Figura
3.1. b, c y d).
De las 168 entradas inoculadas con el aislado M-8-85, sólo permanecieron sin síntomas:
'PI-161375',  'PMR-5' y 'Cantaloup Haogen'. Las 165 entradas restantes desarrollaron
síntomas locales en todas las plantas inoculadas. Sin embargo, el número de plantas de
cada entrada que manifestaron síntomas sistémicos fue variable. En 28 entradas ninguna
de las plantas desarrolló síntomas sistémicos, mientras que en 14 todas las plantas
inoculadas los desarrollaron. En el resto de las entradas, 123, el número de plantas con
síntomas sistémicos fue variable.
Con el aislado MNSV-264 se inocularon 63 entradas. A excepción de 'C. Haogen', todas
desarrollaron lesiones locales necróticas, incluidas las entradas con genotipo nsv/nsv
('PMR-5' y PI 161375'). La aparición de síntomas sistémicos fue, por lo general, menos
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frecuente en las entradas inoculadas con MNSV-264 que con M-8-85, y la mayor parte
(44 entradas) permanecieron sin mostrar síntomas sistémicos en ninguna planta.
Con los dos aislados se observó variabilidad en la aparición de síntomas sistémicos en
función de la época del año en que las plantas fueron inoculadas. Cuando las
inoculaciones se realizaron durante los meses de verano, el número de plantas que
mostraron síntomas sistémicos fue reducido, mientras que en las inoculaciones
realizadas durante los meses de primavera y otoño se observó que el número de plantas
con síntomas sistémicos era mayor y, en algunas ocasiones, afectaba a todas las plantas
evaluadas de la misma entrada.
La variedad 'Doublon', que se utilizó como control sensible, desarrolló, en todos los
casos y en la totalidad de las plantas, lesiones locales necróticas y no se observaron
síntomas sistémicos en ninguna de las plantas.
Tabla 3.3. Comportamiento de diferentes entradas de melón frente a la inoculación
mecánica con los aislados del virus de las manchas necróticas del melón (MNSV),
MNSV-264 y M-8-85: número de plantas inoculadas (N), número de plantas que
presentaron síntomas locales (lesiones necróticas) y/o sistémicos (manchas cloro-
necróticas y/o estrías necróticas) con cada uno de los aislados, y reacción (RC) de cada
entrada.
Aislados de MNSV
M-8-85 MNSV-264
Síntomas SíntomasENTRADA N* locales
(nº plantas)
sistémicos
(nº plantas)
RC N Locales
(nº plantas)
sistémicos
(nº plantas)
RC
9120 10 10 0 S* 10 10 0 S
52.252 9 9 5 S 8 8 2 S
2624-Bi 9 9 1 S 10 10 0 S
26929-ms3 10 10 1 S 10 10 0 S
7A-1-2 10 10 1 S
8-85 10 10 0 S 10 10 2 S
Agostizo 18 18 1 S
Agrestis 9 9 0 S 10 10 0 S
Amarillo Alargado 12 12 0 S 10 10 1 S
Amarillo Blanco Piñón 12 12 6 S 10 10 1 S
Amarillo Cáscara Pinta 12 12 4 S
Amarillo Exportación 8 8 2 S 10 10 0 S
Amarillo Oval Tardío 12 12 2 S 10 10 2 S
ANC-13 10 10 0 S 10 10 0 S
ANC-157 8 8 7 S
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Tabla 3.3. Continuación.
Aislados de MNSV
M-8-85 MNSV-264
Síntomas SíntomasENTRADA N locales
(nº plantas)
sistémicos
(nº plantas)
RC N locales
(nº plantas)
sistémicos
(nº plantas)
RC
ANC-42 12 12 12 S 12 12 1 S
ANC-45 10 10 2 S
ANC-71 10 10 0 S
ANC-93 10 10 9 S
Banda de Godoy 10 10 5 S 10 10 4 S
Baza 12 12 0 S 10 10 0 S
Bolas 12 12 3 S 9 9 1 S
C 305 11 11 2 S
C 308 11 11 0 S
C 317 11 11 3 S
C 323 11 11 2 S
C 326 12 12 0 S
C 330 10 10 9 S
C 333 11 11 2 S
C 343 9 9 4 S
C 344 11 11 1 S
C 353 11 11 0 S
C 357 11 11 0 S
C 372 11 11 9 S
C 375 11 11 0 S
C 376 10 10 5 S
C 377 11 11 0 S
C 378 10 10 0 S
C 382 12 12 4 S
C 389 10 10 3 S
C 390 11 11 4 S
C 394 11 11 2 S
C 400 12 12 1 S
C 410 11 11 1 S
C 413 8 8 6 S
C 420 12 12 10 S
C 422 11 11 2 S
C 426 11 11 0 S
Cantaloup Haogen 10 0 0 R 10 0 0 R
Caña Dulce 12 12 5 S 8 8 0 S
Casero Rayado 12 12 10 S 10 10 5 S
Castellanos 9 9 4 S
CC140884-1C 8 8 2 S 10 10 0 S
CC-17 10 10 0 S
Común 12 12 3 S 11 11 0 S
CUM 122 10 10 4 S
CUM 170 10 10 5 S
CUM 172 9 9 1 S
CUM 204 10 10 9 S
CUM 230 10 10 7 S
CUM 241 10 10 0 S
CUM 263 10 10 5 S
CUM 299 10 10 7 S
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Tabla 3.3. Continuación.
Aislados de MNSV
M-8-85 MNSV-264
Síntomas SíntomasENTRADA N locales
(nº plantas)
sistémicos
(nº plantas)
RC N locales
(nº plantas)
sistémicos
(nº plantas)
RC
CUM 31 10 10 4 S
CUM 333 10 10 5 S
CUM 334 10 10 5 S
CUM 335 9 9 4 S
CUM 338 10 10 6 S
CUM 355 10 10 8 S
CUM 363 10 10 0 S
CUM 366 7 7 0 S
CUM 372 10 10 10 S
CUM 375 8 8 3 S
CUM 376 9 9 1 S
CUM 378 10 10 3 S
CUM 379 10 10 8 S
CUM 443 10 10 9 S
CUM 468 9 9 0 S
CUM 474 9 9 6 S
CUM 479 10 10 2 S
CUM 481 9 9 9 S
CUM 483 10 10 7 S
CUM 484 8 8 8 S
CUM 496 10 10 1 S
CUM 85 9 9 9 S
De Buena Clase 5 5 0 S 10 10 0 S
De La Marina 11 11 0 S 10 10 0 S
Del País 11 11 11 S 10 10 0 S
Doublon 10 10 0 S 10 10 0 S
EC-10 7 7 0 S
EC-18 9 9 5 S
EC-19 8 8 7 S
Edisto 47 10 10 2 S 10 10 0 S
El Encin 4078 10 10 10 S 10 10 2 S
El Encin 45 10 10 0 S 10 10 0 S
El Encin 64 10 10 7 S 10 10 2 S
El Encin 69 10 10 0 S 10 10 0 S
Esento 12 12 7 S
Franceset 12 12 3 S 10 10 1 S
GR-091084-1C 8 8 0 S
Halès Best 10 10 3 S 10 10 0 S
Hidalgo 12 12 2 S 10 10 0 S
Invernizo 12 12 7 S 9 9 2 S
J-2211-13-C 10 10 3 S 10 10 0 S
J-2811-1-C 10 10 0 S 10 10 0 S
Kaoapn ozipa nº27 10 10 4 S 10 10 1 S
Kogane Nashi Makuwa 9 9 4 S 10 10 0 S
Loperano 11 11 4 S 10 10 0 S
Loperos 10 10 0 S 10 10 0 S
Maduro Amarillo 12 12 9 S 10 10 0 S
Maduro Negro 11 11 11 S 10 10 2 S
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Tabla 3.3. Continuación.
Aislados de MNSV
M-8-85 MNSV-264
Síntomas SíntomasENTRADA N locales
(nº plantas)
sistémicos
(nº plantas)
RC N locales
(nº plantas)
sistémicos
(nº plantas)
RC
Melba 8 8 5 S 8 6 0 S
Menovi Moupkeicio 9 9 1 S 10 10 0 S
Mochuelos 12 12 1 S 10 10 3 S
Mollerusa 1 12 12 0 S 9 9 0 S
Mollerusa 2 12 12 4 S 12 12 0 S
Mollerusa 3 12 12 0 S 10 10 0 S
Mollerusa 7 12 12 0 S 10 10 0 S
Moscatel 12 12 1 S 10 10 0 S
MUC-47 8 8 0 S
Negro 11 11 0 S 10 10 0 S
Negro de Elche 12 12 1 S
Ogen 10 10 0 S 10 10 0 S
Oliwin 10 10 1 S 10 10 0 S
Pedroso 11 11 2 S 10 10 0 S
PI 161375 12 0 0 R 10 10 0 S
PI 17.187 10 10 1 S 10 10 0 S
PI 414723 12 12 2 S 10 10 0 S
Pintasapo 8 8 0 S 10 10 0 S
Piñonet 12 12 2 S 10 10 0 S
PMR-45 10 10 2 S 10 10 2 S
PMR-5 12 0 0 R 12 12 1 S
PSH 13 13 0 S 9 9 0 S
SH-021-1 10 10 1 S 10 10 0 S
Tendral Verde 10 10 0 S 10 10 0 S
TGR-1551 7 7 5 S 7 7 3 S
TURCO ref.2 10 10 5 S
TURCO ref.3 10 10 6 S
TURCO ref.4 10 10 2 S
TURCO ref.6 12 12 5 S
TURCO ref.11 5 5 5 S
TURCO ref.12 16 16 12 S
TURCO ref.16 15 15 4 S
TURCO ref.17 7 7 7 S
TURCO ref.18 8 8 1 S
TURCO ref.23 8 8 3 S
TURCO ref.24 4 4 1 S
TURCO ref.30 10 10 10 S
TURCO ref.34 14 14 14 S
TURCO ref.35 12 12 11 S
TURCO ref.38 12 12 8 S
TURCO ref.51 9 9 1 S
TURCO ref.60 7 7 3 S
TURCO ref.98 4 4 4 S
TURCO ref.99 7 7 4 S
TURCO ref.100 10 10 3 S
TURCO ref.101 8 8 1 S
TURCO ref.104 12 12 5 S
TURCO ref.105 13 13 10 S
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Aislados de MNSV
M-8-85 MNSV-264
Síntomas SíntomasENTRADA N locales
(nº plantas)
sistémicos
(nº plantas)
RC N locales
(nº plantas)
sistémicos
(nº plantas)
RC
TURCO ref.106 4 4 1 S
TURCO ref.107 8 8 6 S
TURCO ref.117 13 13 13 S
TURCO ref.127 14 14 14 S
TURCO ref.130 14 14 11 S
TURCO ref.131 11 11 4 S
VC-108 9 9 0 S
VC-116 10 10 0 S
Verdoso 9 9 0 S
*S: sensible, R: resistente.
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Figura 3.1. (a) inoculación en el invernadero de una serie de variedades de melón junto
a la gama de especies indicadoras, situadas en primer plano (b) síntomas observados
sobre melón: lesiones locales necróticas, manchas sistémicas cloro-necróticas y
principio de marchitamiento generalizado de la planta producidos por MNSV, aislado
M-8-85 (c) estrías necróticas en el tallo de una planta de melón producidas por MNSV,
aislado M-8-85 y (d) necrosis en el hipocotilo de plantas de melón producida por
MNSV, aislado M-8-85.
a b
c d
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3.4.2.3. Virus del mosaico amarillo del calabacín (Tabla 3.4.)
Los síntomas observados en las plantas de melón, tras la inoculación con ZYMV,
consistieron en mosaico con ampollas de color verde oscuro, amarilleo, asimetría y
filiformismo en hojas, así como reducción del crecimiento generalizado de las plantas
(Figura 2.1 e y f).
Se inocularon 43 entradas con el aislado M-33-96, patotipo 0, de las cuales, la mayoría
(34 entradas) desarrollaron síntomas de virus en todas las plantas inoculadas. Un
número reducido de entradas (8) presentaron reacción heterogénea (plantas con
síntomas y plantas sin síntomas), siendo en general muy pocas las plantas que no se
infectaron; en todos los casos más del 60% de las plantas presentaron síntomas. Entre
ellas, 'PMR-5', con un 61% de infección, fue la entrada en la que se observaron más
plantas sin síntomas aparentes.
Con el aislado M-11-97, patotipo 1,  se inocularon 38 entradas. Frente a este aislado se
observó una tendencia a escapar a la infección mayor que con M-33-96. Sin embargo,
todas las plantas de 'PMR-5' inoculadas con M-11-97 presentaron mosaico, cuando sólo
un 61% se infectaron con M-33-96. En un número reducido de entradas (14) todas las
plantas presentaron síntomas. En tres de ellas: '9302', 'Kogane Nashi Makuwa' y 'PI
17187', más de la mitad de las plantas inoculadas no desarrollaron síntomas. Sin
embargo, su comportamiento no se mantuvo cuando se inocularon con el aislado M-33-
96. Frente a este aislado todas las plantas desarrollaron síntomas, salvo en una o dos
plantas por cada entrada. Por otro lado, 'PSH' no mostró síntomas en ninguna planta
después de la inoculación con M-11-97, mientras que con el aislado M-33-96 todas las
plantas desarrollaron síntomas.
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Tabla 3.4. Comportamiento de diferentes variedades de melón frente a la inoculación
mecánica con los aislados del virus del mosaico amarillo del calabacín (ZYMV), M-33-
96 y M-11-97: número de plantas inoculadas (N), número de plantas que presentaron
síntomas locales (lesiones cloróticas) y/o síntomas sistémicos (mosaico) con cada uno
de los aislados, y reacción (RC) de cada entrada.
Aislados de ZYMV
M-33-96 M-11-97
Síntomas SíntomasENTRADA N* locales
(nº plantas)
sistémicos
(nº plantas)
RC N locales
(nº plantas)
sistémicos
(nº plantas)
RC
2624 Bi 12 0 12 S* 12 0 11 H
26929-ms3 13 0 13 S 13 0 10 H
52.252 12 0 9 H 12 0 9 H
9120 10 0 10 S 10 0 10 S
9302 13 0 12 H 11 0 5 H
Agostizo 10 0 10 S 9 0 8 H
Agrestis 9 0 9 S 10 0 8 H
Amarillo Alargado 14 0 14 S 13 0 10 H
Amarillo Oval Tardío 12 0 9 H 12 0 10 H
ANC-13 9 0 9 S 9 0 9 S
ANC-42 12 0 12 S 12 0 8 H
Banda de Godoy 10 0 10 S 10 0 10 S
Bolas 12 0 12 S 10 0 10 S
Cantaloup Haogen 13 0 13 S 13 0 8 H
Caña Dulce 10 0 10 S 10 0 7 H
Común 10 0 10 S 13 0 10 H
Doublon 10 0 10 S 8 0 8 S
El Encín 4078 11 0 11 S 13 0 11 H
El Encín 45 12 0 12 S 13 0 11 H
El Encín 64 12 0 12 S 13 0 9 H
El Encín 69 10 0 10 S 12 0 12 S
Halès Best 13 0 13 S 11 0 6 H
Invernizo 9 0 9 S 12 0 7 H
Kogane Nashi Makuwa 10 0 8 H 11 0 4 H
Loperano 10 0 10 S 10 0 10 S
Maduro amarillo 12 0 12 S 12 0 9 H
Maduro negro 10 0 10 S 13 0 10 H
Melba 10 0 10 S 10 0 10 S
Menovi Moupkeicio 13 0 13 S 13 0 13 S
Mochuelos 12 0 12 S 10 0 10 S
Mollerusa 1 12 0 11 H
Mollerusa 2 13 0 13 S
Mollerusa 3 13 0 13 S
Mollerusa 7 12 0 12 S
Moscatel 13 0 13 S
Negro 11 0 10 H 12 0 10 H
Negro de Elche 9 0 9 S 7 0 7 S
PI 17187 10 0 9 S 6 0 1 H
PI-414723 10 0 0 R 10 0 10 S
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Tabla 3.4. Continuación.
Aislados de ZYMV
M-33-96 M-11-97
Síntomas SíntomasENTRADA N locales
(nº plantas)
sistémicos
(nº plantas)
RC N locales
(nº plantas)
sistémicos
(nº plantas)
RC
PMR-45 13 0 11 H 10 0 8 H
PMR-5 13 0 8 H 10 0 10 S
PSH 12 0 12 S 11 0 0 R
Tendral Verde 10 0 10 S 10 0 10 S
* S: sensible, R: resistente, H: reacción heterogénea.
3.5. DISCUSIÓN
3.5.1. Virus del mosaico del pepino
El CMV produce síntomas severos en todas las cucurbitáceas y existen diversidad de
síntomas como consecuencia de la gran variabilidad genética del virus (Lecoq y Pitrat,
1982). Los síntomas observados en las diferentes entradas, tras la inoculación mecánica
con M-373 y M-730, coinciden con los síntomas más comunes de lesiones locales
cloróticas difusas y mosaico generalizado en hojas observados en infección artificial en
melón (Lecoq y Pitrat, 1982). En todos los casos, el control sensible, 'Doublon',
presentó los síntomas característicos en todas las plantas, similares al resto de las
entradas, indicando la efectividad del método de inoculación.
La existencia de plantas de 'PI 161375' sin síntomas o con síntomas suaves, después de
la inoculación con M-730, podría deberse a que la multiplicación viral en las líneas
resistentes a las cepas comunes se reduce en comparación con las líneas sensibles
(Leroux et al., 1979). Los resultados serológicos confirmaron estas observaciones, ya
que se obtuvieron valores de absorbancia inferiores en 'PI 161375' en comparación con
el testigo sensible 'Doublon'.
Se han evaluado genotipos de melón con orígenes geográficos diversos (Anexo 2),
mayoritariamente procedentes de la Península Ibérica, centro secundario de
diversificación del melón (Esquinas-Alcázar y Gulick, 1983). Sin embargo, a pesar de la
diversidad genética del material utilizado, no se han podido localizar fuentes de
resistencia y/o tolerancia al virus. La evaluación de material vegetal de melón frente a
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CMV, realizada por otros autores, indica que la mayoría de las entradas resultan
sensibles y enfatizan la dificultad de encontrar fuentes de resistencia a los virus que, al
igual que el CMV, causan mosaico en melón y son transmitidos por pulgones de forma
no persistente (Lecoq et al., 1998). Sin embargo, se han descrito algunas líneas de
melón resistentes a CMV. La evaluación de 150 entradas de diferente origen geográfico,
realizada por Takada et al. (1979), reveló un nivel alto de resistencia a CMV en las
variedades de Cucumis melo: Tokyo Early, Korea 1, Conomon 2, Mitangcheng,
Kankoku 5 y Sanuki Early. De 68 genotipos de melón evaluados por Osaki et al.
(1994), tres genotipos de origen asiático fueron inmunes o con un alto nivel de
resistencia. Arzani y Ahoonmanesh (2000) estudiaron 99 cultivares de melón y
encontraron resistencia a CMV en los cultivares: 'Galicum', 'Latifah-1', 'Tashkandi' y
'Khorasgani'.
Recientemente, se ha descrito en una línea japonesa de melón (C-189) con resistencia a
CMV específica del aislado (Díaz et al., 2003). Las plantas de dicha línea no muestran
síntomas o presentan un comportamiento heterogéneo frente a los aislados 'Comunes' de
CMV, mientras que todas se infectan con un aislado perteneciente a las cepas 'Song'.
Este comportamiento ha resultado equivalente al observado por estos autores en la línea
'Freeman's Cucumber', cuya resistencia había sido descrita anteriormente por Karchi et
al. (1975). La línea C-189 fue la única resistente a alguno de los aislados de CMV de las
253 entradas de C. melo evaluadas, entre las que figuran un número elevado de
genotipos procedentes de la Península Ibérica (Díaz et al., 2003). Las resistencias a
CMV descritas radican en líneas procedentes de Extremo Oriente, alguna de ellas no
son cultivadas, y son muy diferentes a los tipos autóctonos españoles. Nuestros
resultados también confirman que la resistencia a CMV no es frecuente en material
autóctono español, en el cual tampoco se ha señalado con anterioridad. Sólo se ha
descrito en algunos cultivares españoles resistencia a la transmisión de CMV por el
pulgón Aphis gossypii Glov. (Pitrat et al., 1988).
En este trabajo, aproximadamente el 6% y el 4% de las entradas no mostró síntomas en
alguna planta con los aislados M-373 y M-730, respectivamente. En todos los casos
fueron sólo una o dos plantas las que no presentaron síntomas, mostrando el resto los
síntomas característicos de CMV.  Este comportamiento es habitual en las inoculaciones
de virus a gran escala, donde es frecuente que alguna planta escape a la infección. Para
Capítulo 3
125
evitarlo podría probarse la reinoculación de las plantas, una semana después de la
inoculación.
3.5.2. Virus de las manchas necróticas del melón
En condiciones de infección natural, los cultivos afectados por MNSV presentan una
sintomatología muy variable (Juárez et al., 1994). Algunos de los síntomas observados en
campo pueden ser reproducidos en inoculación mecánica artificial. Los síntomas
sistémicos de manchas cloro-necróticas y las estrías necróticas en tallos y peciolos,
observados en las plantas inoculadas mecánicamente, coinciden con los descritos para
MNSV en infección natural (Lecoq y Pitrat, 1982; Avgelis, 1985). El marchitamiento y la
muerte que se observó en algunas de las plantas inoculadas mecánicamente, también se
observa en campo (Lecoq y Pitrat, 1982), y constituye un tipo de manifestación de la
enfermedad que se conoce en algunas zonas con el nombre de 'Colapso del Melón'
(Cuadrado et al., 1993; Juárez et al., 1993; Tomassoli y Barba, 2000). Otros síntomas
descritos en melón consisten en la aparición de una necrosis de los nervios de las hojas,
denominado enrejado, que posteriormente puede avanzar a marchitamiento y secado de las
mismas (Juárez et al., 1993). Estos síntomas no se observaron en ninguna de las plantas
inoculadas, probablemente porque suelen aparecer en plantas adultas (Juárez et al., 1994).
González-Garza et al. (1979) observaron que, tras la inoculación de entradas de melón con
un aislado de MNSV procedente de California, existían tres comportamientos diferentes: el
38% de las entradas presentaron infección sistémica, el 53,2% infección localizada y el
8,8% restante fueron inmunes al virus. Los tres comportamientos se han observado entre
las diferentes entradas evaluadas, en porcentajes diferentes según el aislado utilizado para
las inoculaciones.
La evaluación de material vegetal de melón de diferentes orígenes geográficos, frente a
MNSV, indica que la localización de resistencias no es frecuente en material de origen
español, mientras que es bastante común en las entradas procedentes de Norte América
(Pitrat et al., 1996). En este trabajo se han evaluado mayoritariamente entradas de origen
español en las cuales no se ha localizado ninguna resistencia a MNSV. Del resto de las
entradas evaluadas, únicamente la variedad 'Cantaloup Haogen' permaneció sin síntomas
frente a los dos aislados. 'C. Haogen' es una variedad comercial procedente de Israel, cuya
resistencia a MNSV no ha sido descrita con anterioridad. El comportamiento frente a
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MNSV inoculado mecánicamente es similar al de las variedades portadoras del gen de
resistencia nsv, incluso frente al aislado que supera esta resistencia.
El resto de las entradas presentaron síntomas de MNSV, locales y/o sistémicos. Mientras
que las entradas que reaccionaron de forma local lo hicieron uniformemente en todas las
plantas, la aparición de síntomas sistémicos fue variable y se observaron diferencias en la
capacidad para inducir síntomas sistémicos de los aislados MNSV-264 y M-8-85. En un
82,5% de las entradas inoculadas con el aislado M-8-85 se observaron síntomas sistémicos
en alguna de las plantas, mientras que con el aislado MNSV-264 los síntomas sistémicos
aparecieron en un 28,6% de las entradas. Esta diferencia podría ser debida a que algunas
cepas que superan las resistencias, como MNSV-264, se adaptan peor en otros atributos
necesarios para su dispersión o persistencia (Hammond, 1998). Se han descrito aislados
japoneses de MSNV que difieren en la frecuencia con que inducen infección sistémica en
plantas de melón (Matsuo et al., 1991) y se ha sugerido que la proteína p7A puede estar
implicada en el transporte de MNSV, como en otros Carmovirus (Marcos et al., 1999). La
comparación de las secuencias de dos aislados japoneses, que difieren en su capacidad para
producir síntomas sistémicos, mostró que la serina en la posición 16 en la proteína p7A
puede estar implicada en el transporte de MNSV, en este caso en la infección sistémica,
debido a que fue en esta proteína donde se detectó la única diferencia entre los dos aislados
(Ohshima et al., 2000). Por otro lado, la proteína de la cápsida también puede estar
implicada en la función de transporte del virus. Los mismos autores sugirieron que la
leucina de la posición 28 y la glicina de la posición 301 en la CP podrían estar implicadas.
Varias entradas mostraron reacción local y ausencia de síntomas sistémicos en todas las
plantas inoculadas. La única resistencia descrita en melón para MNSV es la controlada por
el gen nsv (Coudriet et al., 1981) y se pone de manifiesto por la ausencia de síntomas en
las plantas inoculadas mecánicamente (González-Garza et al., 1979; Pitrat y Lecoq,
1984a). De acuerdo con este criterio serían sensibles todas aquellas variedades cuyas
plantas, tras la inoculación mecánica con MNSV, desarrollan síntomas locales,
independientemente del desarrollo posterior de síntomas sistémicos. Sin embargo, este
comportamiento, de aparente restricción del virus en la zona inoculada, podría obedecer a
un control genético o estar ligado a las condiciones ambientales en las que se desarrollaron
las inoculaciones.
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En condiciones de infección natural la enfermedad producida por MNSV se ve favorecida
por las temperaturas bajas; en diferentes países se ha observado que los síntomas del virus
aparecen principalmente durante los cultivos de invierno (Marrou y Risser, 1967; Hibi y
Furuki, 1985; Tomassoli y Barba, 2000). Marrou y Risser (1967) observaron que a partir
del mes de abril dejaban de aparecer síntomas nuevos del virus y las plantas infectadas, que
no estaban gravemente afectadas, podían llegar a recuperarse. En España, los cultivos
afectados presentan una sintomatología muy variable e influenciada por las condiciones
ambientales, apreciándose diferencias importantes respecto a la incidencia en distintos
ciclos de cultivo (Juárez et al., 1994). Lecoq y Pitrat (1982) afirman que la aparición de los
síntomas suelen estar favorecidos por fotoperíodos cortos y temperaturas frescas, lo cual
explica su aparición, principalmente en cultivo bajo invernadero, en primavera y otoño.
Por analogía, la ausencia de infección sistémica observada tras las inoculaciones podría
deberse a que las condiciones ambientales no fueron las más adecuadas para el desarrollo
de síntomas.
En las diferentes series de inoculaciones realizadas, el control sensible, 'Doublon', presentó
lesiones locales necróticas en todas las plantas, similares al resto de las entradas, indicando
la efectividad del método de inoculación. De esta variedad se inocularon un número
elevado de plantas, diez por cada serie de entradas, en diferentes épocas del año y por lo
tanto en diferentes condiciones ambientales, incluidas aquellas que parecieron favorecer el
desarrollo de síntomas sistémicos en otras entradas. Sin embargo, en esta variedad no se
observaron síntomas sistémicos en ningún caso, lo que indicaría que, en 'Doublon', la
ausencia de infección sistémica no depende de las condiciones ambientales. Esta variedad
ha sido objeto de un estudio posterior que se presenta en el Capítulo 3.
3.5.3. Virus del mosaico amarillo del calabacín
Los síntomas observados en las diferentes entradas coinciden con los descritos para
ZYMV en inoculación artificial sobre melón (Lisa y Lecoq, 1984), salvo la reacción
local en forma de lesiones cloróticas, que no se observó en ningún caso. Se ha señalado
que ZYMV no induce síntomas en los cotiledones cuando el material inoculado es
sensible (Pitrat y Lecoq, 1984a). Estos autores observaron ausencia de reacción local
tanto en cotiledones mantenidos en la planta como en los separados, inoculados y
mantenidos en placas Petri. Por otro lado, la inoculación de material resistente a ZYMV
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produce una reacción local en forma de lesiones cloro-necróticas en los cotiledones
separados de la planta. Sin embargo, esta reacción no se observó en 'PI 414723',
resistente a los aislados del patotipo 0 (Pitrat y Lecoq, 1984b), cuando se inoculó con
M-33-96, probablemente debido a que estas lesiones son más difíciles de observar
cuando los cotiledones se mantienen en la planta (Pitrat y Lecoq, 1984a). Algunos de
los síntomas descritos en condiciones de infección natural como el mosaico con
ampollas verde oscuro, mosaico con nervios oscuros, hojas asimétricas y amarilleo
(Luis-Arteaga, 1990), se han reproducido en las plantas inoculadas mecánicamente.
El control sensible, 'Doublon', presentó síntomas de infección por ZYMV en todas las
plantas, indicando que el método de inoculación utilizado fue efectivo en todos los
casos. Ninguna de las plantas de 'PI 414723' desarrolló síntomas cuando se inocularon
con el aislado M-33-96, mientras que todas presentaron síntomas de infección viral
cuando se inocularon con M-11-97, indicando que los aislados pertenecen al patotipo 0
y 1 respectivamente (Lecoq y Pitrat, 1984b).
No se ha encontrado ninguna variedad resistente a los dos aislados de ZYMV. Frente al
aislado perteneciente al patotipo 0 se ha detectado alguna entrada con reacción
heterogénea, aunque la mayoría de las plantas presentaron síntomas en todos los casos.
Frente al aislado del patotipo 1 se ha encontrado una entrada, denominada 'PSH', cuyas
plantas no desarrollaron síntomas, lo que indica que es resistente al patotipo 1 y sensible
al 0. Otros autores han encontrado tolerancia a aislados del patotipo 1 en variedades
locales de Afganistán e India (Provvidenti, 1989) así como bajos porcentajes de
infección, recuperación parcial o síntomas suaves en otros materiales de melón
(Herrington y Prytz, 1990).
La evaluación de una amplia colección de Cucumis melo (531 entradas) para resistencia
a ZYMV mostró resultados similares a los obtenidos en este trabajo para el aislado M-
33-96, sólo 'PI 414723' fue resistente, 24 entradas tuvieron una respuesta heterogénea y
el resto fueron sensibles (Pitrat et al., 1996).
Se observaron entradas con respuesta heterogénea, sin embargo, debido a que la
mayoría de las plantas se infectaron, mostrando los síntomas característicos de ZYMV,
todas estas entradas se consideraron como sensibles al virus. La aparición de plantas sin
síntomas puede deberse a diferentes causas: (a) el método de inoculación, ya que
cuando se inoculan mecánicamente plantas a gran escala se suele observar que alguna
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de ellas escapa a la infección (b) la heterogeneidad genética del material vegetal, al
igual que se ha señalado en la línea 'PI 414723' (Danin-Poleg et al., 1997) y (c) a las
condiciones ambientales, cuya influencia en la aparición de síntomas de ZYMV se ha
descrito anteriormente (Apartado 2.4.1); aunque los ensayos se realizaron en
condiciones controladas de temperatura, éstas pudieron sufrir pequeñas variaciones o
pudieron crearse microclimas que influirían en la manifestación de síntomas.
3.5. CONCLUSIONES.
1. No se ha encontrado ninguna posible fuente de resistencia o tolerancia a CMV.
Todas las entradas evaluadas con los dos aislados utilizados, M-373 y M-730,
pertenecientes al grupo de cepas 'Comunes' y 'Song', respectivamente, desarrollaron
síntomas sistémicos, por lo general, en todas las plantas inoculadas.
2. Las plantas de melón inoculadas con los aislados de MNSV, M-8-85 y MNSV-264,
presentaron tres tipos de comportamiento: (1) reacción local sin reacción sistémica,
(2) reacción local y sistémica y (3) ausencia de reacción. El cv. Cantaloup Haogen
no presentó ningún tipo de reacción con los dos aislados utilizados, por lo que su
comportamiento se podría clasificar como de resistencia a ambos. Un grupo de 28 y
44 entradas presentaron síntomas locales y no desarrollaron síntomas sistémicos
cuando se inocularon con los aislados M-8-85 y MNSV-264 respectivamente, por lo
que se considera que podrían ser resistentes. El resto de las entradas presentaron
síntomas locales en todas las plantas y un número variable de ellas mostraron
además síntomas sistémicos, por lo que estas entradas se consideran sensibles.
3. Todas las entradas evaluadas con los dos aislados de ZYMV, M-33-96 y M-11-97,
pertenecientes al patotipo 0 y al patotipo 1, respectivamente, fueron sensibles por lo
menos a uno de los aislados probados, aunque algunas plantas de ciertas entradas no
desarrollaron síntomas frente a alguno de los aislados, la entrada 'PSH' se mostró
resistente al patotipo 1 y sensible al patotipo 0.
CAPÍTULO 4.   ESTUDIO DE ALGUNOS FACTORES QUE
AFECTAN A LA MANIFESTACIÓN DE SÍNTOMAS
DE MNSV EN MELÓN. CARACTERIZACIÓN DE LA
RESPUESTA DE C. MELO  L. 'DOUBLON' A MNSV
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4.1. INTRODUCCIÓN
Como se ha indicado en los capítulos anteriores, frente a la inoculación mecánica
artificial con MNSV, las plantas de melón pueden presentar los siguientes fenotipos: (a)
ausencia de reacción, tanto local como sistémica, (b) reacción local (lesiones necróticas)
sin reacción sistémica y (c) reacción local (lesiones necróticas) y sistémica (manchas
cloro-necróticas en hojas, estrías necróticas en tallos y, a veces también, marchitamiento
y muerte de las plantas).
Otros autores también han obtenido resultados similares. Así, González-Garza et al.
(1979) evaluaron una colección de 78 entradas de melón para resistencia a MNSV, y
obtuvieron que el 38% de las entradas presentaron infección sistémica, el 53,2%
infección localizada sin infección sistémica y el 8'8% restante fueron inmunes al virus.
Estudios posteriores han determinado que un gen recesivo, denominado nsv, controla la
resistencia en las variedades: 'Improved Gulfstream', 'Platers Jumbo' y 'PMR-5'
(Coudriet et al., 1981), señaladas como inmunes por González-Garza et al. (1979), y en
'PI 161375' (Maestro, 1992). Esta es la única resistencia descrita para MNSV. En los
programas de mejora genética para resistencia al virus, las plantas que presentan el
fenotipo (a) se consideran resistentes al virus y homocigotas para el gen nsv (Coudriet et
al., 1981; Pitrat y Lecoq, 1984a) y se descartan los genotipos de melón que presentan
los fenotipos (b) y (c).
El fenotipo (b), reacción local sin infección sistémica, ha sido descrito por varios
autores (González-Garza et al., 1979; Avgelis, 1989; Tomassoli et al., 1999, Tomassoli
y Barba, 2000). Sin embargo, en la bibliografía no existen estudios específicos sobre
variedades que presentan este comportamiento. En la evaluación de material vegetal de
melón frente a MNSV (Capítulo 3), se observó variabilidad en la aparición de síntomas
sistémicos entre las entradas que reaccionaron con lesiones locales necróticas. De un
total de 165 entradas evaluadas, en 28 entradas todas las plantas presentaron el fenotipo
(b). En los trabajos previos también se había observado que cuando las inoculaciones se
hacían en invernadero en primavera el número de plantas con infección sistémica era
superior, lo que hacía sospechar la posible influencia de las condiciones climáticas en la
aparición de síntomas. Por otro lado, en todas las inoculaciones con MNSV realizadas
en el transcurso del trabajo expuesto en los capítulos anteriores, en los cuales se
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utilizaba el cv. Doublon como control sensible, se observó que las plantas presentaron
siempre reacción local sin infección sistémica. Este tipo de reacción, donde el virus
parece quedar restringido a la zona inoculada, podría constituir una forma de control de
la infección por MNSV.
La resistencia de las plantas a virus puede resultar de la inhibición del transporte del
virus de las células infectadas a las sanas (Atabekob y Dorokhov, 1984), por lo que la
ausencia de síntomas sistémicos puede deberse a un mecanismo de resistencia en el cual
el movimiento del virus queda restringido al tejido inoculado. El establecimiento de una
infección sistémica en una determinada combinación virus-huésped depende, en una
primera fase, de la capacidad del virus para replicarse en las células inicialmente
infectadas y, en una segunda fase, tanto de su capacidad para moverse entre células
adyacentes (movimiento célula-célula o a corta distancia) como, posteriormente, a
través del sistema vascular alcanzando las partes distales de la planta (movimiento
vascular o movimiento a larga distancia) (Pallás, 1999).
Por otro lado, la ausencia de infección sistémica puede deberse a que las condiciones
ambientales en el momento de la infección no hayan sido las más adecuadas para el
desarrollo de la enfermedad. Se ha observado que una planta con elevada
susceptibilidad a un virus en unas condiciones determinadas puede ser completamente
resistente en otras (Matthews, 1991). Por ejemplo, la temperatura es un factor que
influye en la transmisión, replicación y traslocación de virus, así como en la
susceptibilidad y expresión de síntomas en el huésped (Matthews, 1991). El efecto de la
temperatura sobre las enfermedades virales de las plantas es un fenómeno bastante
incierto; en general, los virus que producen síntomas de amarilleos o de enrollamiento
de las hojas causan síntomas más severos en el verano, mientras que los mosaicos o los
síntomas de las manchas anulares son más acentuados en la primavera (Agrios, 1995).
Como se ha señalado en el capitulo anterior, en condiciones de infección natural la
aparición de síntomas causados por el MNSV se ve favorecida por las temperaturas
suaves, debido a que se ha observado que los síntomas del virus aparecen
principalmente durante los cultivos de invierno (Marrou y Risser, 1967; Hibi y Furuki,
1985; Tomassoli y Barba, 2000). Sin embargo, no se han realizado experimentos que
confirmen de que manera influyen las condiciones ambientales en el desarrollo de
síntomas de MNSV. Estas observaciones indican la necesidad de verificar si la ausencia
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de infección sistémica se mantiene en diferentes condiciones ambientales para que este
comportamiento pueda considerarse como una posible resistencia a MNSV
aprovechable en la práctica.
Por otro lado, los virus que producen lesiones locales cuando se inoculan
mecánicamente en las hojas, pueden no comportarse de la misma forma cuando se
transmiten por otros procedimientos (Matthews, 1991). Dado que el vector natural de
MNSV es el hongo del suelo Olpidium bornovanus (Satiyanci) Karling (Furuki, 1981;
Campbell y Sim, 1994), sería necesario verificar si la ausencia de síntomas sistémicos
se mantiene cuando la inoculación se realiza utilizando el hongo vector.
Finalmente, para que este tipo de respuesta (ausencia de infección sistémica) pueda
constituir una forma de resistencia utilizable en programas de mejora genética para
resistencia a MNSV, es necesario determinar si es un carácter heredable y las bases
genéticas que controlan este carácter.
4.2. OBJETIVOS
De lo expuesto anteriormente, se puede deducir que la ausencia de síntomas sistémicos
observada en algunas entradas de melón, entre ellas 'Doublon', podría constituir una
forma de resistencia a MNSV, si bien, previamente, es necesario tener en cuenta que:
 Las condiciones ambientales pueden influir en la manifestación de síntomas del
virus.
 La resistencia puede ser específica del aislado con el que se realizan las
inoculaciones.
 Los resultados se han obtenido con inoculación mecánica artificial del virus,
mientras que el vector natural de MNSV es el hongo del suelo Olpidium
bornovanus.
 Para que este comportamiento pueda constituir una forma de resistencia utilizable en
la práctica es necesario determinar si es un carácter heredable y, en caso afirmativo,
las bases genéticas que lo regulan.
Por todo ello, en este capítulo se plantearon los siguientes objetivos:
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1. Estudiar la influencia de las condiciones ambientales, luz y temperatura, en la
manifestación de síntomas producidos por MNSV inoculado mecánicamente sobre
material vegetal de melón, con el fin de determinar las condiciones ambientales más
favorables para el desarrollo sistémico de la enfermedad.
2. Estudiar el comportamiento de material vegetal de melón, susceptible y resistente a
MNSV, frente a varios aislados del virus en las condiciones más favorables al
desarrollo de síntomas sistémicos.
3. Determinar la distribución del virus en las plantas inoculadas mecánicamente, con
objeto de conocer si en las plantas (variedades) que no desarrollaron síntomas
sistémicos tras la inoculación, el virus queda confinado en las lesiones locales.
4. Conocer la respuesta de las plantas al virus inoculado artificialmente utilizando el
hongo vector Olpidium bornovanus, con el fin de determinar si se mantienen los
comportamientos observados en inoculación mecánica.
5. Estudiar las bases genéticas que controlan el comportamiento del cv. Doublon,
consistente en ausencia de síntomas sistémicos tras la inoculación mecánica con
MNSV, con objeto de determinar si tal comportamiento puede constituir una forma
de resistencia utilizable.
4.3. MATERIALES Y MÉTODOS.
4.3.1. Influencia de las condiciones ambientales en la manifestación de síntomas.
4.3.1.1.  Material vegetal
El material vegetal utilizado se eligió teniendo en cuenta los resultados que se han
expuesto en el Apartado 3.4.2.2.
Se realizaron tres experimentos:
En el primero se seleccionaron diez entradas, entre aquellas que no mostraron síntomas
sistémicos en las inoculaciones realizadas en invernadero durante la primavera y el
otoño, cuando las condiciones parecieron ser las más adecuadas para el desarrollo de
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síntomas sistémicos en el resto de las entradas. Estas entradas fueron: '8-85', '9120',
'Agrestis', 'De la marina', 'Doublon', 'El Encín 45', 'El Encín 69', 'Mollerusa 1',
'Mollerusa 3' y 'Negro'. Como controles se incluyeron variedades con diferente reacción
a la inoculación con el aislado de MNSV M-8-85 en condiciones de invernadero: 'ANC-
42' e 'Invernizo' como controles sensibles, que presentaron síntomas sistémicos, la
primera en todas las plantas  y la segunda en la mitad de las plantas aproximadamente, y
'PMR-5', como control resistente, que no presentó síntomas debido a que es portadora
del gen nsv en homocigosis.
En los experimentos segundo y tercero se utilizaron las entradas 'Doublon', 'Invernizo',
'ANC-42' y 'PMR-5', de acuerdo con los resultados obtenidos en el primer experimento.
4.3.1.2. Siembra e inoculación
Las plantas de melón se cultivaron como se detalla en el Apartado 2.3.2.2 en una
cámara climática a temperatura constante de 27,5 ºC hasta alcanzar el estado de
cotiledones bien desarrollados, óptimo para la inoculación. Posteriormente se
inocularon mecánicamente (Apartado 2.3.3) con el aislado M-8-85 de MNSV y se
realizaron lotes de plantas que permanecieron en cámaras climáticas, en las diferentes
condiciones que se indican más adelante. Se intentaron inocular 10 plantas por variedad
y ensayo, y se mantuvieron en observación durante 30 días, en todos los experimentos
para los que no se especifiquen expresamente otras condiciones.
4.3.1.3. Condiciones ambientales
Se llevaron a cabo tres experimentos:
En el primero se probaron tres temperaturas constantes de 20, 25 y 30 ºC, una humedad
relativa del 60% y un fotoperíodo de 14h (300 µmol CO2. m-2. s-1).
A la vista de los resultados obtenidos en este primer experimento, en el resto se redujo
el número de variedades, eligiendo una representativa por cada comportamiento, y se
amplió el número de condiciones para tratar de precisar mejor la influencia de la
temperatura (segundo experimento) y estudiar la influencia de la intensidad lumínica
(tercer experimento).
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En el segundo experimento se probaron siete temperaturas constantes: 15, 17,5, 20,
22,5, 25, 27,5 y 30 ºC, con el resto de condiciones de humedad e iluminación similares
al experimento anterior; y tres condiciones de temperatura variable: 24 ºC día / 18 ºC
noche y fotoperiodo de 16h, 28 ºC día / 18 ºC noche y fotoperiodo de 12h y 33 ºC día /
13 ºC noche y fotoperiodo de 12h con una humedad relativa del 60% en todos los casos.
En el experimento tercero se probaron tres intensidades de luz: 400, 300 y 100  µmol
CO2. m-2. s-1, que se midieron con un ceptómetro, a la temperatura constante de 22,5 ºC
y humedad relativa del 60%.
4.3.2. Comportamiento del material vegetal de melón frente a varios aislados de
MNSV.
Se utilizaron las variedades de melón 'ANC-42', 'Doublon' y 'PMR-5'. Los aislados de
MNSV utilizados fueron: M-8-85, M-1-90, M-4-88, M-8-93 y MNSV-264, cuya zona
de origen se especifica en la Tabla 2.9. Las inoculaciones se realizaron en una cámara
climática a 20 ºC, 60% de humedad relativa y 14 horas de fotoperiodo (300 µmol CO2.
m-2. s-1), de acuerdo con los resultados obtenidos en el apartado anterior según los
cuales estas fueron las condiciones óptimas para la aparición de síntomas. Se inocularon
mecánicamente 10 plantas por variedad y aislado y se mantuvieron en observación
durante 30 días.
4.3.3. Distribución del MNSV en plantas de melón.
4.3.3.1. Distribución del virus en diferentes partes de la planta.
Se utilizaron las variedades 'ANC-42', 'Doublon' y 'PMR-5' y se hicieron siembras
escalonadas del material vegetal cada tres días de forma que permitieron realizar cuatro
inoculaciones, una cada tres días, sobre seis plantas por variedad en estado óptimo de
inoculación, cotiledones expandidos e inicio de la primera hoja. La mitad de las plantas
inoculadas, es decir tres por variedad, se ubicó en una cámara climática a 20 ºC y la otra
mitad en otra cámara a 27,5 ºC junto con plantas sin inocular de cada variedad como
control sano.
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Transcurridos tres días desde la última inoculación se hicieron análisis serológicos de
todas las plantas, individualmente, dividiéndolas en cuatro partes: raíz, hipocotilo,
cotiledones y ápice, así como de las plantas control no inoculadas, por ELISA-DAS
para verificar la presencia del virus (Apartado 2.3.6). Las raíces se lavaron con agua
para eliminar los restos de sustrato.
4.3.3.2. Presencia del virus en las lesiones locales necróticas y tejido adyacente.
Se utilizaron las variedades 'Doublon', 'PMR-5' y 'Maduro Negro'. En este experimento
se sustituyó 'ANC-42' por 'Maduro Negro', ambas de comportamiento similar, debido a
que no se disponía de semilla de aquella variedad en el momento de la realización del
mismo.
Se mantuvieron, en una cámara climática a 27,5 ºC, 16 plantas por variedad hasta
alcanzar el estado de cotiledones bien desarrollados. Posteriormente, se dividieron en
dos lotes de ocho plantas y se inocularon con los aislados M-8-85 y MNSV-264,
respectivamente. Las plantas, una vez inoculadas, se mantuvieron en cámara climática a
20 ºC, 14 horas de fotoperiodo y HR del 60%. Transcurridos ocho días, de cada una de
las plantas se tomaron tres muestras; de los cotiledones inoculados las lesiones locales
necróticas (en las plantas que las mostraron) y el tejido situado entre las lesiones, y de
las hojas apicales no inoculadas, desarrolladas después de la inoculación. Cada una de
estas muestras, lo mismo que los controles no inoculados, fue analizada por ELISA-
DAS. Con los valores de A405nm obtenidos se hizo la media agrupando las plantas de
cada variedad que presentaron reacción análoga: sin síntomas, únicamente con síntomas
locales y síntomas locales y sistémicos.
4.3.4. Transmisión por el hongo vector Olpidium bornovanus
4.3.4.1. Siembra y cultivo del material vegetal.
Se utilizaron las variedades 'Doublon', 'ANC-42' y 'PMR-5', que difieren en su
comportamiento frente al virus en inoculación mecánica artificial.
Las semillas pregerminadas de las tres variedades se sembraron en bandejas de plástico
que contenían arena, esterilizada previamente en autoclave, y se regaron con la solución
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nutritiva de Hoagland (Anexo 3). Diariamente se añadieron 50 cc de la solución
nutritiva a cada planta, y agua destilada para mantener un nivel de aproximadamente
dos centímetros de líquido en la bandeja.
4.3.4.2. Inóculo
Se utilizó el aislado M-8-85 de MNSV. El aislado de Olpidium bornovanus fue el
denominado M-202, procedente de Israel, multiplicado en Almería sobre melón durante
el año 2000 y cedido por D. Julio Gómez-Vázquez del C.I.F.A. (Almería).
4.3.4.3. Método de inoculación
Las inoculaciones se realizaron mediante el riego de las plantas de melón, en estado de
cotiledones bien desarrollados, con 5 ml/planta de una solución conteniendo una
suspensión de zoosporas a una concentración de 3x106 zoosporas/ml, medida con la
cámara de Neuvaber, y extracto de plantas con síntomas de MNSV (Tomlinson y
Thomas, 1986; Campbell y Lecoq, 1996).
La solución conteniendo el hongo y el virus se obtuvo mezclando una parte de la
solución del virus, obtenida machacando tejido fresco de melón infectado en una
solución de Na2HPO4 0,03M (pH=8,5), conteniendo dietilditiocarbamato de sodio
(DIECA) al 0,2%, a una dilución de 0,015 gr/ml, con nueve partes de la suspensión de
zoosporas (Teakle, 1967, citado por Noordam, 1973).
Como controles de referencia se utilizaron plantas de las mismas variedades inoculadas
mecánicamente en la misma fecha con el aislado M-8-85 y plantas sin inocular. En
todos los ensayos hubo 6 plantas por cada variedad y tratamiento.
Los ensayos se realizaron en cámara climática en las siguientes condiciones: 20 ºC, 14
horas de luz y humedad relativa del 60%.
4.3.4.4. Método de evaluación
Las plantas se mantuvieron en la cámara climática hasta los cuarenta días después de la
inoculación para observar la aparición y la evolución de los síntomas. Transcurrido este
plazo se realizaron análisis serológicos, por ELISA-DAS (Apartado 2.3.6), de las
muestras de raíz, hipocotilo y ápice de todas las plantas. Previamente, las raíces se
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lavaron con agua y se eliminaron los restos de sustrato. Para determinar la presencia de
Olpidium en las raíces, se seleccionaron trozos pequeños, de 1 ó 2 mm de diámetro
aproximadamente, que se colocaron en un portaobjetos con agua estéril, se aplastaron
con un cubreobjetos y se observaron a través del microscopio óptico con 400 aumentos.
4.3.5. Estudios genéticos.
4.3.5.1. Cultivo del material vegetal
Se realizaron cruzamientos mediante polinización controlada (Gascó, 1979) para la
obtención de las generaciones F1, F2 y retrocruces entre 'Doublon' y las variedades
'ANC-42', como parental sensible que desarrolla síntomas sistémicos, y 'PMR-5', como
parental resistente.
Estas variedades se han mantenido durante años en el Banco de Germoplasma de
Especies Hortícolas del S.I.A. (Zaragoza) mediante autofecundaciones sucesivas. Por
esta razón se supone que los caracteres están fijados y los genes se encuentran en
homocigosis.
Las semillas pregerminadas de estas variedades se colocaron en bandejas de alveolos,
donde se mantuvieron aproximadamente un mes hasta que alcanzaron el estado de 3
hojas verdaderas. Posteriormente, se transplantaron con cepellón a un invernadero con
cubierta de plástico, provisto de sistema de riego automático por goteo y refrigeración
por sistema de 'cooling'. Se realizaron las labores propias del cultivo y se aplicaron
tratamientos periódicos contra oidio, desde la aparición de los primeros síntomas, y
puntuales contra pulgón cuando se observaron en las plantas.
4.3.5.2. Diseño experimental
Se sembraron, en las condiciones descritas en el Apartado 2.3.2.2, 150 plantas por cada
generación segregante y 14 plantas de las progenies F1. Todos los ensayos incluyeron
14 plantas de cada parental.
Las plantas se inocularon mecánicamente en estado de cotiledones bien desarrollados
con el aislado M-8-85 de MNSV, según el método descrito en el Apartado 1.3.3, y se
ubicaron en una cámara climática a 20 ºC, 14 horas de luz y 60% de humedad relativa.
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Las plantas se mantuvieron en observación durante 30 días, y se anotó la presencia o
ausencia de síntomas locales y sistémicos para su clasificación según el fenotipo
mostrado, considerándose como resistentes (R) cuando no se observaron síntomas
después de la inoculación, como resistentes a la expresión de síntomas sistémicos (RS)
cuando mostraron síntomas locales en forma de lesiones necróticas y no presentaron
síntomas sistémicos, y como susceptibles (S) cuando mostraron síntomas locales y
sistémicos.
4.3.5.3. Análisis de los resultados
Se empleó el test estadístico χ2 para determinar si las segregaciones observadas entre
plantas R, RS y S se ajustaban a las proporciones esperadas. La segregación observada
se consideró que se ajustaba a la segregación esperada cuando al valor de χ2 le
correspondió una probabilidad ≥ 0,05.
Se estudiaron las progenies del cruzamiento 'Doublon' x 'PMR-5' con objeto de
determinar el posible ligamiento entre los genes que controlan la resistencia a MNSV en
ambas variedades. El método utilizado para medir la distancia entre loci se basó en la
frecuencia de recombinación (FR) y la distribución de Poisson: FR = 1/2 (1-e-m), siendo
m el número promedio de sobrecruzamientos  (Griffiths et al., 1993).
4.4. RESULTADOS.
4.4.1. Influencia de las condiciones ambientales en la manifestación de síntomas
En el primer experimento, que consistió en la inoculación de diferentes entradas de
melón e incubación de las plantas a 20 ºC, 25 ºC y 30 ºC, todas las plantas, a excepción
de las de 'PMR-5', mostraron lesiones locales necróticas. En la Tabla 4.1 se detallan los
resultados referentes al número de plantas que desarrollaron síntomas sistémicos.
Cuando se incubaron a 20 ºC los controles susceptibles 'ANC-42' e 'Invernizo'
presentaron síntomas en doce y en cuatro plantas respectivamente. A 25 ºC sólo una
planta de 'ANC-42', de trece inoculadas, presentó síntomas sistémicos, mientras que las
plantas de 'Invernizo' no mostraron síntomas sistémicos. A 30 ºC no se observaron
síntomas sistémicos en ninguna planta. De las diez entradas que no habían presentado
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Tabla 4.1. Comportamiento de diferentes entradas de melón (número de plantas con
síntomas sistémicos / número de plantas inoculadas) tras la inoculación mecánica con
MNSV, aislado M-8-85, e incubación de las plantas en diferentes condiciones de
temperatura.
Temperatura
Entrada
20 ºC 25 ºC 30 ºC
'8-85' 3/10 (*) 3/9 0/9
'9120' 5/9 4/9 0/10
'Agrestis' 0/6 0/11 0/9
'ANC-42' 12/12 1/13 0/12
'De la marina' 1/11 1/9 0/10
'Doublon' 0/10 0/10 0/10
'El Encín 45' 0/12 0/10 0/10
'El Encín 69' 0/12 0/9 0/10
'Invernizo' 4/10 0/10 0/10
'Mollerusa 1' 1/10 0/10 0/10
'Mollerusa 3' 2/12 0/10 0/11
'Negro' 8/10 2/10 0/10
'PMR-5' 0/10 0/10 0/10
(*) nº de plantas con síntomas sistémicos / nº plantas inoculadas
síntomas sistémicos en condiciones de invernadero, cuatro ('Agrestis', 'Doublon', 'El
Encín 45' y 'El Encín 69') no desarrollaron síntomas sistémicos en ninguna de las
condiciones probadas. Las seis entradas restantes desarrollaron síntomas sistémicos
cuando se inocularon a 20 ºC, y cuatro de ellas ('8-85', '9120', 'De la Marina' y 'Negro')
mostraron además síntomas sistémicos en alguna planta cuando se incubaron a 25 ºC. A
30 ºC no se observaron síntomas sistémicos en ninguna planta.
A la vista de los resultados del primer experimento, en el segundo se redujo el número
de variedades a cuatro ('ANC-42', 'Doublon', 'Invernizo' y 'PMR-5') y se amplió el
número de condiciones para precisar la influencia de la temperatura. Los resultados de
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los experimentos realizados a 15, 17,5, 20, 22,5, 25, 27,5 y 30 ºC se presentan en la
Figura 4.1. La reacción local se observó en todas las plantas de las variedades 'ANC-42',
'Invernizo' y 'Doublon' a cualquier temperatura, mientras que no se observaron síntomas
sistémicos a temperaturas superiores a 25ºC. A temperaturas inferiores, el porcentaje de
plantas con síntomas sistémicos fue variable y dependió de la variedad inoculada.
'Doublon' no presentó infección sistémica a ninguna de las temperaturas ensayadas,
mientras que 'ANC-42' e 'Invernizo' sólo lo hicieron a temperaturas inferiores a 27,5 ºC,
siendo 'ANC-42' la que presentó el mayor número de plantas con síntomas sistémicos;
en ambos casos, el número de plantas con reacción sistémica se elevó a medida que
disminuyó la temperatura. Todas las plantas de 'ANC-42' que se incubaron a 15 ºC y
17,5 ºC, así como todas las plantas de 'Invernizo' incubadas a 15 ºC, mostraron síntomas
de marchitamiento que evolucionaron hasta la muerte de las plantas, algunas de ellas sin
mostrar los síntomas característicos de MNSV. En todas ellas se verificó la presencia de
MNSV por serología.
Los resultados de los ensayos realizados a temperatura diferente día-noche se muestran
en la Figura 4.2. En las condiciones de 33 ºC día y 13 ºC noche con un fotoperiodo de
12 horas, ninguna de las plantas inoculadas mostró síntomas sistémicos. En las
condiciones de 28 ºC día y 18 ºC noche con un fotoperiodo de 12 horas, sólo la variedad
'ANC-42' mostró síntomas sistémicos característicos de MNSV en ocho de las diez
plantas inoculadas; estos síntomas consistieron en manchas cloróticas que
evolucionaron a necróticas y sólo aparecieron en la segunda hoja verdadera de las
plantas, con resultado serológico positivo; las siguientes hojas no mostraron síntomas y
no se detectó el virus en las hojas apicales por serología. En las condiciones de 24 ºC
día y 18 ºC noche, con un fotoperiodo de 16 horas, la variedad 'ANC-42' mostró
síntomas, al igual que en el ensayo anterior, en ocho de las diez plantas. Sin embargo,
en estas condiciones los síntomas fueron más severos y consistieron en estrías
necróticas en el hipocotilo y manchas cloro-necróticas en las hojas; sólo se observó
recuperación de síntomas en una planta. La mitad de las plantas de la variedad
'Invernizo' mostraron manchas necróticas en hojas y algunas de ellas también estrías
necróticas en el peciolo de la primera hoja. Los análisis del tejido de 'Invernizo' con
estos síntomas dieron resultado serológico positivo; posteriormente, las plantas no
mostraron síntomas y el virus no pudo ser detectado mediante análisis serológicos del
ápice.
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Figura 4.1. Porcentaje de plantas de las variedades 'ANC-42', 'Invernizo', 'Doublon' y
'PMR-5' que mostraron síntomas sistémicos después de ser inoculadas con el aislado M-
8-85 de MNSV, e incubadas a diferentes temperaturas. Se inocularon 10 plantas por
cada variedad y temperatura ensayada.
Figura 4.2. Porcentaje de plantas de las variedades 'ANC-42', 'Invernizo', 'Doublon' y
'PMR-5' que mostraron síntomas sistémicos, después de ser inoculadas con el aislado
M-8-85 de MNSV e incubadas en condiciones de temperatura variable entre el día y la
noche. Se inocularon diez plantas por cada variedad y temperatura ensayada.
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Los resultados del tercer experimento realizado a diferentes intensidades de luz (100,
300 y 400 µmol CO2. m-2. s-1) y temperatura constante de 22,5ºC, se muestran en la
Figura 4.3. 'Doublon' y 'PMR-5' no desarrollaron síntomas sistémicos en ninguna de las
plantas inoculadas. 'Invernizo' sólo mostró síntomas sistémicos a la intensidad lumínica
más baja (100 µmol CO2. m-2. s-1) en la mitad de las plantas. La variedad 'ANC-42'
desarrolló síntomas en todos los casos, y se observó un número mayor de plantas con
síntomas, siete de la diez plantas inoculadas, cuando la intensidad fue de 300 µmol CO2.
m-2. s-1.
P.A.R.: radiación fotosintéticamente activa expresada en micromoles de CO2/m2 de superficie
foliar y segundo que absorbe la planta.
Figura 4.3. Porcentaje de plantas de las variedades 'ANC-42', 'Invernizo', 'Doublon' y
'PMR-5' que mostraron síntomas sistémicos, después de ser inoculadas con el aislado
M-8-85 de MNSV e incubadas en diferentes condiciones de intensidad lumínica y
temperatura constante de 22,5ºC. Se inocularon diez plantas por cada variedad e
intensidad lumínica ensayada.
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4.4.2. Comportamiento de material vegetal de melón frente a varios aislados de
MNSV
El comportamiento de las variedades 'ANC-42', 'Doublon' y 'PMR-5' frente a los
aislados M-1-90, M-4-88, M-8-93 y M-8-85 fue similar (Tabla 4.2). Todas las plantas
de 'ANC-42' mostraron síntomas locales y sistémicos, 'Doublon' desarrolló sólo
síntomas locales y 'PMR-5' no reaccionó frente a ninguno de ellos.
Con al aislado MNSV-264, todas las plantas de las variedades 'ANC-42', 'Doublon' y
'PMR-5' desarrollaron lesiones locales necróticas, y los síntomas sistémicos aparecieron
sólo en alguna planta de 'ANC-42' y 'PMR-5'.
Tabla 4.2. Reacción de las variedades de melón 'ANC-42', 'Doublon' y 'PMR-5' frente a
cinco aislados de MNSV en inoculación mecánica artificial e incubación a 20ºC, 60%
de HR y 14 h de fotoperiodo (16.000 lux).
Aislado 'ANC-42' 'Doublon' 'PMR-5'
M-8-85 lln/Sc-n lln/0 0/0
M-1-90 lln/ Sc-n lln/0 0/0
M-4-88 lln/ Sc-n lln/0 0/0
M-8-93 lln/ Sc-n lln/0 0/0
MNSV-264 lln/( Sc-n) lln/0 lln/( Sc-n)
Reacción local / reacción sistémica; lln: lesiones locales necróticas; Sc-n: manchas cloro-necróticas; (Sc-
n): manchas cloro-necróticas en algunas plantas; 0: sin síntomas.
4.4.3. Distribución del MNSV en plantas de melón inoculadas mecánicamente.
4.4.3.1. Distribución del virus en la planta
'ANC-42'
Las plantas que tras la inoculación se mantuvieron a 20 ºC mostraron lesiones locales
cloróticas a los tres días de la inoculación, que posteriormente evolucionaron a
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necróticas (Tabla 4.3). Los síntomas sistémicos aparecieron seis días después de la
inoculación, en forma de manchas cloróticas en las hojas, que evolucionaron a
necróticas y, en algunas plantas, además, se observaron estrías necróticas en el
hipocotilo (Tabla 4.3). Las plantas que se incubaron a 27,5 ºC mostraron lesiones
locales necróticas a los tres días de la inoculación (Tabla 4.3). Se observaron además
síntomas sistémicos, en dos de las tres plantas inoculadas con una antelación de seis
días y en dos de las tres plantas inoculadas con una antelación de nueve días, que
consistieron en estrías cloro-necróticas en el hipocotilo, mientras que estos síntomas no
se observaron en ninguna de las plantas inoculadas con una antelación de doce días
(Tabla 4.3). En ningún caso se observaron síntomas en las hojas.
A 20 ºC, los resultados serológicos fueron positivos en todas las muestras procedentes
de plantas con síntomas locales y sistémicos, y se detectó además el virus  en el tejido
no inoculado de una de las plantas que se había inoculado con una antelación de tres
días y todavía no presentaba síntomas sistémicos. Los valores de A405nm, y por tanto la
concentración del virus, aumentaron con el tiempo transcurrido desde la inoculación en
todas las partes analizadas (raíz, hipocotilo, cotiledón y ápice) (Figura 4.4). A 27,5 ºC,
se observó un aumento de la concentración a los seis y nueve días de la inoculación
(Figura 4.4), debido a la detección del virus en el hipocotilo y raíz de las plantas que
habían presentado síntomas (Tabla 4.3), y a los doce días se observó un descenso,
debido a que el virus se detectó únicamente en los cotiledones (Figura 4.4).
A 20 ºC la mayor concentración del virus se detectó en los cotiledones, seguida por los
tejidos de la raíz, ápice e hipocotilo (Figura 4.5). A 27,5ºC, la concentración también
fue superior en los cotiledones, seguida por los tejidos de la raíz, hipocotilo y ápice
(Figura 4.5). La acumulación del virus en las diferentes partes de la planta, según la
temperatura de incubación, fue significativamente superior en la raíz, hipocotilo y ápice
de las plantas mantenidas a 20 ºC, mientras que en los cotiledones no se detectaron
diferencias significativas (Figura 4.5).
'Doublon'
Todas las plantas presentaron, a las dos temperaturas de incubación, lesiones locales
necróticas, tres días después de la inoculación, y no se observaron síntomas sistémicos
en ningún caso (Tabla 4.3). A 20ºC, el virus se detectó sólo en los cotiledones (Figura
4.5) y se encontró en todas las plantas aunque la concentración disminuyó ligeramente
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con el tiempo transcurrido desde la inoculación. A 27,5ºC, el virus también se encontró
únicamente en los cotiledones (Figura 4.5) y disminuyó con el tiempo; en este caso se
detectó MNSV en todas plantas a los tres días de la inoculación, sólo en una de tres
plantas a los seis días y, a partir de los nueve días el virus no se encontró en ninguna
planta.
La concentración del virus en los cotiledones, medida por la A405nm,varió según la
temperatura y fue significativamente superior a 20 ºC. En ambos casos, los valores de la
A405nm fueron significativamente inferiores a los obtenidos en los cotiledones de 'ANC-
42' (p<0.01).
'PMR-5'
Ninguna de las plantas de 'PMR-5' reaccionó frente a la inoculación con MNSV ni se
detectó el virus en ninguna de las partes analizadas (Tabla 4.3, Figuras 4.4 y 4.5).
Tabla 4.3. Síntomas observados 3, 6, 9 y 12 días después de la inoculación mecánica
con MNSV, aislado M-8-85, en tres variedades de C. melo ('ANC-42', 'Doublon' y
'PMR-5') mantenidas en cámaras climáticas a dos temperaturas (20ºC y 27,5ºC). Cada
observación representa a tres plantas.
Temperatura 20ºC
3 días 6 días 9 días 12 días
'ANC-42' llc / 0* lln / Sc (Stc) lln / Sc-n (Stc-n) lln / Sc-n (Stc-n)
'Doublon' lln / 0 lln / 0 lln / 0 lln / 0
'PMR-5' 0 / 0 0 / 0 0 / 0 0 / 0
Temperatura 27,5ºC
3 días 6 días 9 días 12 días
'ANC-42' lln / 0 lln / (Stc-n) lln / (Stc-n) lln / 0
'Doublon' lln / 0 lln / 0 lln / 0 lln / 0
'PMR-5' 0 / 0 0 / 0 0 / 0 0 / 0
* Reacción local / reacción sistémica; ll: lesiones locales; S: manchas en hojas; St: estrías en el
hipocotilo; c: clorótico; n: necrótico; 0: sin síntomas; ( ): los síntomas no se observaron en
todas las plantas.
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Figura 4.4. Cinética de la acumulación media de MNSV después de la inoculación
mecánica con el aislado M-8-85, medida como absorbancia a 405 nm en el análisis
serológico DAS-ELISA, de tres variedades de C.melo ('ANC-42', 'Doublon' y 'PMR-5')
cultivadas en cámaras climáticas a dos temperaturas (20ºC y 27,5ºC). Cada punto
representa la absorbancia media de tres plantas. A su vez, el valor de la absorbancia de
cada planta es la media de cuatro muestras: raíz, hipocotilo, cotiledón y hoja verdadera.
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Figura 4.5. Acumulación de MNSV después de la inoculación mecánica con el aislado
M-8-85, medida como absorbancia a 405 nm en análisis serológico DAS-ELISA, en
cuatro partes de la planta (R = raíz; H = hipocotilo; C = cotiledón; HV = hoja
verdadera) de tres variedades de C. melo ('ANC-42', 'Doublon' y 'PMR-5') cultivadas en
cámaras climáticas a dos temperaturas (20 ºC y 27,5 ºC).
Cada barra representa la absorbancia media de 3 plantas. * sobre las barras indica
diferencias significativas entre las absorbancias según la temperatura (test de Student,
0.05).
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4.4.3.2. Presencia del virus en las lesiones locales necróticas y tejido adyacente
Todas las plantas de 'Maduro Negro' presentaron lesiones locales necróticas y síntomas
sistémicos cuando se inocularon con M-8-85. Se detectó MNSV en las tres partes
analizadas (lesiones y tejido entre lesiones de los cotiledones, y hojas apicales no
inoculadas) de todas las plantas (Figura 4.6.). La mayor concentración del virus fue la
correspondiente a las lesiones locales, seguida del tejido entre las lesiones y la menor a
las hojas apicales no inoculadas (Figura 4.6.). El aislado MNSV-264 produjo síntomas
locales en todas las plantas de 'Maduro Negro' y sistémicos en una sola planta. Los
análisis serológicos permitieron detectar el virus en las lesiones y en el tejido entre
lesiones de todas las plantas; en las hojas apicales no inoculadas sólo se detectó el virus
en la única planta que presentó síntomas sistémicos, que consistieron en manchas cloro-
necróticas en ápice (Figura 4.7). Al igual que con el aislado M-8-85, la mayor
concentración del virus ocurrió en las lesiones locales, seguida del tejido entre lesiones
y de las hojas apicales (Figura 4.7). La acumulación de MNSV en 'Maduro Negro'
inoculado con el aislado M-8-85 fue significativamente superior a cuando se inoculó
con MNSV-264 (p<0.05).
Todas las plantas de 'Doublon' presentaron lesiones locales necróticas sin síntomas
sistémicos con los dos aislados. En las plantas inoculadas con el aislado M-8-85, se
detectó el virus en las lesiones, en concentración inferior a la detectada en 'Maduro
Negro' (p<0.05), y no se encontró el virus en el área entre las lesiones ni en las hojas
apicales (Figura 4.6). Con el aislado MNSV-264, sólo se detectó el virus en las lesiones
necróticas, en concentraciones inferiores a 'Maduro Negro' (p<0.05) (Figura 4.7). La
acumulación de MNSV en 'Doublon' fue similar entre las plantas inoculadas con el
aislado M-8-85 y las inoculadas con MNSV-264 (p>0.05).
Cuando 'PMR-5' se inoculó con el aislado M-8-85, los resultados obtenidos fueron
similares a los del control sin inocular, no hubo síntomas locales ni sistémicos y no se
detectó el virus en ninguna de las partes de las plantas (Figura 4.6). En la inoculación
con el aislado MNSV-264, 'PMR-5' mostró lesiones locales necróticas en todas las
plantas y síntomas sistémicos en ocho de las veinte plantas inoculadas (Figura 4.7). Por
serología, el virus se detectó en las lesiones locales y en el tejido entre lesiones de todas
las plantas y en las hojas apicales de aquellas plantas que mostraron síntomas sistémicos
(Figura 4.7). Los valores de absorbancia obtenidos en 'PMR-5', inoculado con MNSV-
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264, fueron similares a los de 'Maduro Negro' inoculado con MNSV-264 y con M-8-85,
ya que no se observaron diferencias significativas en ninguno de los dos casos (p>0.05).
Figura 4.6. Acumulación de MNSV después de la inoculación mecánica con el aislado
M-8-85, medida como absorbancia a 405 nm en análisis serológico DAS-ELISA, en
A1: lesiones locales, A2: tejido entre lesiones y A3: hojas no inoculadas, de tres
variedades de C. melo L. ('Maduro Negro', 'Doublon' y 'PMR-5') cultivadas en cámara
climática a 20ºC. Cada barra representa la absorbancia media de diez plantas.
z Síntomas locales y sistémicos = 1 planta; y Síntomas locales = 19 plantas; x Síntomas locales y
sistémicos = 8 plantas; w Síntomas locales = 12 plantas; v Síntomas locales = 20 plantas
Figura 4.7. Acumulación de MNSV después de la inoculación mecánica con el aislado
MNSV-264, medida como absorbancia a 405 nm en análisis serológico DAS-ELISA, en
A1: lesiones locales, A2: tejido entre lesiones y A3: hojas no inoculadas, de tres
variedades de C. melo L. ('Maduro Negro', 'Doublon' y 'PMR-5') cultivadas en cámara
climática a 20ºC. Cada barra representa la absorbancia media de las plantas que
presentaron síntomas similares.
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4.4.4. Transmisión con Olpidium bornovanus
Tras la inoculación con zoosporas de O. bornovanus y extracto de tejido de melón
enfermo, la variedad 'ANC-42' desarrolló síntomas de necrosis en la parte inferior del
hipocotilo y estrías necróticas a lo largo del mismo, reducción del desarrollo y
pardeamiento del sistema radicular y manchas cloro-necróticas en las hojas, que
empezaron a observarse 15 días después de la inoculación y evolucionaron hasta la
necrosis generalizada de la planta en dos de las seis plantas inoculadas (Figura 4.8.a); en
otras dos plantas no se observaron síntomas en el ápice. El virus se detectó por ELISA
en todas las muestras analizadas, salvo en el ápice de las dos plantas que no habían
presentado síntomas (Tabla 4.4).
Las plantas de la variedad 'Doublon' mostraron síntomas de necrosis en el hipocotilo
(Figura 4.8.b), que empezaron a observarse 15 días después de la inoculación, y
pardeamiento en algunas zonas del sistema radicular; no se observaron síntomas en las
hojas y el desarrollo de las plantas fue similar al del testigo sin inocular. Por serología
se detectó el virus en las raíces y en la zona del hipocotilo que presentaba síntomas de
necrosis (Tabla 4.4).
La variedad 'PMR-5' no presentó síntomas en la parte aérea (Figura 4.8.c) y el virus se
detectó por ELISA en las raíces de todas las plantas (Tabla 4.4), que presentaron
desarrollo normal respecto al testigo sin inocular y coloración parda en algunas zonas,
pero no fue detectado en el hipocotilo ni en el ápice de las plantas.
Cuando se inocularon mecánicamente, las plantas de 'PMR-5' y 'Doublon' no
presentaron síntomas en el tejido no inoculado (Figura 4.8.e y 4.8.f) ni se detectó el
virus por serología en ninguna de las muestras analizadas (Tabla 4.4). Sin embargo, las
plantas de 'ANC-42' presentaron síntomas claros de la enfermedad (Figura 4.8.d) y los
síntomas de necrosis en el hipocotilo, pardeamiento y menor desarrollo del sistema
radicular, y manchas cloro-necróticas en hojas (Figura 4.8.a y 4.8.d), fueron, por lo
general, más fuertes cuando la inoculación se hizo utilizando el hongo. Además en esta
variedad se detectó por serología el virus en todas las muestras procedentes de las
plantas inoculadas mecánicamente (Tabla 4.4), a una concentración menor que la
obtenida de las muestras procedentes de las plantas inoculadas con el hongo (Figura
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4.9), excepto en las dos plantas que no presentaron síntomas en hojas y en las que
tampoco se detectó el virus por serología.
Cuando la inoculación del MNSV se realizó utilizando el hongo vector, la
concentración del virus en la raíz fue mayor en 'ANC-42', seguida de 'Doublon' y, por
último, 'PMR-5'; sin embargo la concentración observada en el hipocotilo de 'Doublon'
fue mayor que en el de 'ANC-42'.
La colonización del sistema radicular de las plantas de melón por O. bornovanus se
confirmó por la observación al microscopio óptico de las zoosporas, esporangios y
quistes del hongo en preparaciones procedentes de las raíces de las tres variedades
(Figura 4.10).
Tabla 4.4. Detección de MNSV por ELISA-DAS en muestras, procedentes de
diferentes partes de la planta, de las variedades 'ANC-42', 'Doublon' y 'PMR-5'
inoculadas con el aislado M-8-85, mediante O. bornovanus (I-olp) y mecánicamente (I-
mec).
'ANC-42' 'Doublon' 'PMR-5'
I-mec I-olp I-mec I-olp I-mec I-olp
Raíz 6/6 + 6/6 + 0/6 6/6 + 0/6 6/6 +
Hipocotilo 6/6 + 6/6 + 0/6 6/6 + 0/6 0/6
Ápice 6/6 + 4/6 + 0/6 0/6 0/6 0/6
nº muestras positivas/nº de muestras analizadas; +, las muestras tuvieron una lectura superior a tres veces
el control sin inocular.
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'ANC-42'      'DOUBLON'         'PMR-5'
Figura 4.8. Sintomatología mostrada por plantas de melón de las variedades ‘ANC-42’.
‘Doublon’ y ‘PMR-5’ seis semanas después de la inoculación artificial de MNSV, con
el hongo vector O. bornovanus (a: necrosis del hipocotilo y ápice, b: necrosis en la base
del hipocotilo y  c: sin síntomas) y mecánicamente (d: estrías cloro-necróticas en el
hipocotilo y manchas cloro-necróticas en hojas, e y f: sin síntomas).
a b c
d e f
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Figura 4.9 . Valores de absorbancia (A405nm) obtenidos en los análisis por ELISA-DAS
de muestras de raíz, hipocotilo y ápice de plantas de melón, en las variedades 'ANC-42',
'Doublon' y 'PMR-5', inoculadas con el aislado M-8-85 de MNSV de forma mecánica,
mediante O. bornovanus, realizados 40 días después de la inoculación, y sin inocular.
Cada barra representa la media de la absorbancia de seis plantas.
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Como se verá en el Apartado 3.5.5, estos resultados se explican por una herencia de la
resistencia a la expresión de síntomas sistémicos controlada por dos genes con
dominancia completa que se denominarán Mnr1 y Mnr2.
Tabla 4.5. Fenotipos de 'Doublon', 'ANC-42' y generaciones derivadas de su cruce: F1,
F2, BC1 y BC2 en respuesta a la inoculación mecánica con MNSV (aislado M-8-85).
Frecuencias esperadas y χ2 calculadas para la presencia de dos pares de genes con
dominancia completa.
Fenotipo*(nº de plantas)
Genotipo
RS S
Frecuencia
esperada χ
2 P
'Doublon' 15 0 1:0
'ANC-42' 0 15 0:1
F1 (Doublon x ANC-42) 15 0 1:0
F2 145 5 15:1 2,177 0,20-0,10
BC1 (Doublon x ANC-42)
x Doublon
150 0 1:0
BC2 (Doublon x ANC-42)
x ANC-42
104 46 3:1 2,568 0,20-0,10
*RS: lesiones locales necróticas sin desarrollo de síntomas sistémicos; S: lesiones locales necróticas y
desarrollo de síntomas sístemicos.
4.4.5.2. Poblaciones derivadas del cruce 'PMR-5' x 'Doublon'
En la Tabla 4.6 se resumen los resultados obtenidos en la inoculación mecánica con el
aislado M-8-85 de MNSV de los parentales y las generaciones F1 y segregantes del
cruce entre 'PMR-5' y 'Doublon'.
Tras la inoculación mecánica con MNSV, todas las plantas de 'Doublon' desarrollaron
síntomas locales y las plantas de 'PMR-5' no reaccionaron a la inoculación del virus.
Ambas F1 ('Doublon' x 'PMR-5' y 'PMR-5' x 'Doublon') se comportaron como
'Doublon', por ello la generación F2 se obtuvo por autofecundación únicamente de la F1
procedente del cruce entre 'Doublon' y 'PMR-5'. En esta generación F2, 34 plantas no
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presentaron síntomas, 114 desarrollaron lesiones locales necróticas y 2 plantas, además
de síntomas locales, mostraron síntomas sistémicos (Tabla 4.6).
Las 150 plantas de la progenie BC1 [('Doublon' x 'PMR-5') x 'Doublon'] mostraron
lesiones locales necróticas y no se observaron síntomas sistémicos en ningún caso. La
generación BC2 [('Doublon' x 'PMR-5') x 'PMR-5'] presentó 67 plantas sin síntomas, 77
plantas con síntomas locales y 6 plantas con síntomas locales y sistémicos (Tabla 4.6).
Tabla 4.6. Fenotipos de 'Doublon', 'PMR-5' y generaciones derivadas de su cruce: F1,
F2, BC1 y BC2 en respuesta a la inoculación mecánica con MNSV (aislado M-8-85).
Frecuencias esperadas y χ2 calculadas para la presencia de dos pares de genes con
dominancia completa en 'Doublon' y un gen recesivo en 'PMR-5'.
Fenotipo*(nº de plantas)
Genotipo
R RS S
Frecuencia
esperada χ
2 P
'Doublon' 0 15 0 0:1:0
'PMR-5' 15 0 0 1:0:0
F1 (Doublon x PMR-5) 0 15 0 0:1:0
F2 34 114 2 16:45:3 4,58 0,20-0,10
BC1 (Doublon x PMR-5)
x Doublon
0 150 0 0:1:0
BC2 (Doublon x PMR-5)
x PMR-5
67 77 6 4:3:1 15,7 >0,001
*R: ausencia de síntomas; RS: lesiones locales necróticas sin desarrollo de síntomas sistémicos; S:
lesiones locales necróticas y desarrollo de síntomas sístemicos.
4.4.5.3. Cálculo del ligamiento
Los recombinantes se detectaron en la generación BC2 del cruce 'Doublon' x 'PMR-5'.
En la generación BC2 el mismo fenotipo puede atribuirse a varios genotipos, excepto en
un caso (Tabla 4.7). Las plantas que desarrollaron síntomas locales y sistémicos de
MNSV solamente pueden corresponderse con el genotipo mnr1mnr2Nsv /
mnr1mnr2nsv. A esta clase fenotípica pertenecieron 6 de las 150 plantas inoculadas, que
es un número inferior a las esperadas para la hipótesis de que los tres genes segreguen
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independientemente. Por ello se estudió la hipótesis de que uno de los dos genes, por
ejemplo el mnr1, estuviera ligado al gen nsv en acoplamiento, y el gen mnr2 fuera
independiente. Según esta teoría, la probabilidad esperada de plantas con síntomas
sistémicos es de 1/4 (1-p), siendo p el porcentaje de recombinación, y dado que se
observaron 6 de las 150 plantas con este fenotipo, se calculó que p era igual a 0,84. A
partir de este resultado se obtuvo la frecuencia de recombinación (FR) según:
FR = nº gametos recombinantes / total; FR = 4 x 1/4 (1-p) x 150 /150 = 0.16; 16%
De acuerdo con este modelo, se obtuvieron las frecuencias esperadas en las
generaciones segregantes BC2 y F2, y , según los fenotipos observados, se calcularon
las correspondientes χ2 (Tabla 4.8).
Utilizando el valor de la frecuencia de recombinación como medida de la 'distancia'
genética, se realizó una estimación de la distancia real asumiendo que el número
promedio de sobrecruzamientos (m) seguía una distribución de Poisson según: FR = 1/2
(1-e-m) (Griffiths et al., 1993). La resolución de esta ecuación genera una función que
relaciona la frecuencia de recombinación (FR) con la distancia de mapa (Figura 4.11),
de donde se deduce que la distancia entre el locus Nsv y el Mnr1, para este cruzamiento,
fue de 19 cM o unidades de mapa.
Figura 4.11. Relaciones promedio entre la frecuencia de recombinantes detectables y la
distancia real en el mapa, tal como se espera cuando (a) hay una relación directa entre
recombinación y distancia de mapa, y (b) se utiliza la ditribución de Poisson para
predecir la frecuencia real de recombinación en relación con la distancia de mapa.
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 Tabla 4.7. Genotipo de las plantas de la generación BC2 para la presencia de dos pares
de genes con dominancia completa en 'Doublon' (Mnr1 y Mnr2) y un gen recesivo en
'PMR-5' (nsv). Fenotipo esperado tras su inoculación con MNSV y su probabilidad de
obtención en función del porcentaje de recombinación (p) entre los genotipos
parentales.
Genotipo Fenotipo* Probabilidad Tipo
Mnr1Mnr2Nsv
mnr1mnr2nsv
RS 1/4 p Parental
Mnr1mnr2Nsv
mnr1mnr2nsv
RS 1/4 p Parental
mnr1Mnr2nsv
mnr1mnr2nsv
R 1/4 p Parental
mnr1mnr2nsv
mnr1mnr2nsv
R 1/4 p Parental
Mnr1Mnr2nsv
mnr1mnr2nsv
R 1/4 (1 - p) Recombinante
Mnr1mnr2nsv
mnr1mnr2nsv
R 1/4 (1 - p) Recombinante
mnr1Mnr2Nsv
mnr1mnr2nsv
RS 1/4 (1 - p) Recombinante
mnr1mnr2Nsv
mnr1mnr2nsv
S 1/4 (1 - p) Recombinante
*R: ausencia de síntomas; RS: lesiones locales necróticas sin desarrollo de síntomas sistémicos; S:
lesiones locales necróticas y desarrollo de síntomas sístemicos.
Tabla 4.8. Frecuencias esperadas y χ2 calculadas en las generaciones segregantes F2 y
BC2 para una frecuencia de recombinación del 16%.
Fenotipo*(nº de plantas)
Genotipo
R RS S
Frecuencia esperada
(FR = 16%)
χ2 P
F2 34 114 2 37,5 : 109,74 : 2,76 0,58 0,70-0,90
BC2 67 77 6 75 : 69 : 6 1,78 0.50-0.30
*R: ausencia de síntomas; RS: lesiones locales necróticas sin desarrollo de síntomas sistémicos; S:
lesiones locales necróticas y desarrollo de síntomas sístemicos.
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Figura 4.12. Cultivo del material vegetal en cámara climática (a) para el
herencia de la resistencia a la expresión de síntomas sistémicos de MNSV 
'Doublon' y clasificación de la descendencia en distintos grupos según su
R: resistente = ausencia de síntomas locales y sistémicos (c) RS: re
expresión de síntomas sistémicos = síntomas locales y ausencia de síntom
(d) S: susceptible = síntomas locales y sistémicos.
b ca estudio de la
en C. melo L.
 fenotipo: (b)
sistente a la
as sistémicos
d
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 4.5. DISCUSIÓN
4.5.1. Influencia de las condiciones ambientales en la manifestación de síntomas.
Los resultados obtenidos muestran que las condiciones ambientales influyen en la
aparición de síntomas sistémicos en las plantas inoculadas artificialmente con MNSV, y
que estos síntomas dependen también de la variedad. La influencia de la temperatura en
la manifestación de síntomas virales se ha descrito en multitud de interacciones entre
virus y especies vegetales. Por ejemplo, la resistencia a CMV detectada en patata,
resulta funcional a temperaturas bajas (18 ºC), mientras que se supera a temperaturas
altas (28 ºC) (Valkonen y Watanabe, 1999). Se ha descrito una resistencia por
hipersensibilidad en las líneas 'PI 152225' y 'PI 159236' de Capsicum chinense a
TSWV, que depende, entre otros factores, de las condiciones ambientales; así Soler et
al. (1999) comprobaron que la infección sistémica se ve favorecida cuando las
temperaturas son altas (30/18 ºC), mientras que a temperaturas inferiores (25/18 ºC) las
plantas inoculadas en estado de cuatro hojas se comportan como resistentes. La
aparición y la intensidad de los síntomas en Datura stramonium, Physalis ixocarpa y
Nicotiana tabacum de TSWV también se ha visto influenciada por la temperatura, en
ensayos llevados a cabo en dos condiciones diferentes, 29 ºC día / 24 ºC noche y 23 ºC
día / 18 ºC noche (Llamas-Llamas et al., 1998). El porcentaje de plantas con síntomas
de P. ixocarpa y D. stramonium aumentó a la temperatura más elevada y, en estas
condiciones, los síntomas también fueron más severos en N. tabacum y D. stramonum.
García-Castillo et al. (2001) informaron que las plantas de Chenopodium quinoa
inoculadas con CarMV mostraron diferente reacción dependiendo de la temperatura;
cuando las plantas se mantuvieron a 25 ºC día / 18 ºC noche presentaron reacción local
en forma de lesiones cloróticas, mientras que en condiciones más extremas de
invernadero, 35-40 ºC día / 10-15 ºC noche, el virus se hizo sistémico y las plantas
mostraron lesiones cloróticas en el ápice no inoculado. En todos estos casos la aparición
y la severidad de los síntomas se vieron favorecidas por las temperaturas más altas.
García-Castillo et al. (2001) observaron que el CarMV se detectó en el sistema vascular
de las plantas de C. quinoa infectadas y no infectadas sistémicamente; la diferencia de
comportamiento podría deberse, según estos autores, a la influencia de factores como la
temperatura y/o la intensidad lumínica en la eficiencia del transporte por el floema de
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los fotoasimilados. Los virus de plantas utilizan las rutas de traslocación de
fotoasimilados para moverse por la planta, las cuales se ven favorecidas por las
condiciones del invernadero (35-40ºC día/10-15ºC noche) en comparación con las
condiciones de la cámara climática (25ºC día/18ºC noche). Sin embargo, también se han
observado casos en los que las temperaturas bajas favorecen el desarrollo de síntomas.
Por ejemplo, las plantas de judía afectadas por BCMV y BYMV desarrollaron síntomas
más severos, de necrosis y mosaico entre otros, a 24 ºC que a 28 ºC (Tu, 1997). En el
caso del MNSV, la aparición de síntomas sistémicos se ha visto favorecida por las
temperaturas más bajas a las que se han realizado los ensayos; a partir de 25 ºC en el
caso de 'ANC-42' y a partir de 20 ºC en el caso de 'Invernizo' el número de plantas con
síntomas sistémicos se elevó a medida que disminuyó la temperatura, hasta infectar
sistémicamente la totalidad de las plantas, a 20ºC en el caso de 'ANC-42' y a 15ºC en el
caso de 'Invernizo' (Figura 4.1). Estos resultados sugieren que la temperatura superior a
25ºC podría estar afectando factores necesarios para que se produzca la infección
sistémica, como son la multiplicación del virus (Loebenstein y Gera, 1981; Sela, 1981)
y/o el movimiento del virus célula a célula (Zheng y Edwards, 1990; Njeru et al., 1995)
o a larga distancia (Goodrick et al., 1991; Caranta et al., 2002).
En las dos variedades, el número de plantas que manifestó síntomas fue variable
dependiendo de las condiciones ambientales de los ensayos, lo que explicaría la
variabilidad de síntomas observados por otros autores en condiciones de infección
natural por MNSV (Lecoq y Pitrat, 1982; Juárez et al., 1994). La aparición de síntomas
sistémicos del virus en ambas variedades se vio favorecida por las temperaturas más
bajas a las que se realizaron los ensayos (Figura 4.1 y Figura 4.2), lo que concuerda con
las observaciones de Lecoq y Pitrat (1982), quienes afirman que los síntomas de MNSV
son, por lo general, favorecidos por temperaturas frescas.
En condiciones de infección natural, se han apreciado diferencias importantes respecto a
la incidencia de MNSV en distintos ciclos de cultivo (Juárez et al., 1994), apareciendo
principalmente en cultivos bajo invernadero en primavera y otoño (Lecoq y Pitrat,
1982). Estas observaciones también coinciden con los resultados obtenidos en las
inoculaciones realizadas en invernadero, que se describen en el Capítulo 3, donde se
observó un número mayor de plantas con síntomas sistémicos cuando se inocularon
durante la primavera que cuando las inoculaciones se realizaron en verano.
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Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos, junto con las observaciones
realizadas por otros autores en condiciones de infección natural (Lecoq y Pitrat, 1982;
Juárez et al., 1994) parecen indicar que MNSV puede ser un problema a tener en cuenta
en plantaciones tempranas de melón en invernadero (que se pueden realizar desde la
primera quincena de enero) cuando las temperaturas son bajas y el cultivo es más
sensible al virus. Sin embargo, en plantaciones de plena estación, con altas
temperaturas, las infecciones por MNSV no deberían constituir un problema importante
en este cultivo.
A 20 ºC, 14 horas de luz y humedad relativa del 60%, todas las plantas de 'ANC-42'
manifestaron síntomas sistémicos de MNSV. Conforme fue aumentando la temperatura,
el número de plantas que presentó reacción sistémica fue disminuyendo, y a
temperaturas inferiores a 20 ºC, se observó que las plantas se marchitaron y murieron
sin llegar a mostrar en algunos casos los síntomas característicos de la enfermedad. Por
ello, para la realización de estudios posteriores, las condiciones anteriormente citadas se
establecieron como las más favorables para la manifestación sistémica de síntomas
causados por MNSV en inoculación mecánica artificial.
También se observó que la intensidad lumínica influyó en el desarrollo de los síntomas
sistémicos (Figura 4.3), sin embargo, no se pudo correlacionar la intensidad lumínica
con la manifestación de síntomas sistémicos de MNSV, debido a que dependieron de la
variedad. Por lo general, la disminución de la intensidad lumínica afecta a la
sensibilidad de las plantas a las infecciones virales si se produce antes de la inoculación
del virus, pero al parecer, tiene poco o ningún efecto sobre el desarrollo de los síntomas
cuando tiene lugar después de haberse producido la inoculación (Agrios, 1995). Sin
embargo, algunos ejemplos muestran que la intensidad lumínica influye en el
movimiento del virus en la planta. Por ejemplo, se han identificado dominios en el gen
VI del CaMV que influyen en la infección sistémica de Nicotiana bigelovii y dependen
de la intensidad lumínica (Wintermartel et al., 1993). También se ha observado con
aislados de TSWV que las bajas intensidades de luz favorecen la desestabilización de la
resistencia en C. chinense 'PI 152225' y 'PI 159236' conferida por el gen Tsw,
especialmente a altas temperaturas (Gonzalo, 2001).
Por otro lado, cuatro de las diez entradas ensayadas en las que no se habían observado
plantas con síntomas sistémicos en el invernadero ('Agrestis', 'Doublon', 'El Encín 45' y
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'El Encín 69'), mantuvieron su comportamiento a 20, 25 y 30ºC (Tabla 4.1). Las plantas
de 'Doublon' no desarrollaron síntomas sistémicos en ninguna de las condiciones
ensayadas, mientras que todas presentaron síntomas locales en forma de lesiones
necróticas. Estos resultados parecen indicar que en estas entradas existe una resistencia
al desarrollo de síntomas sistémicos de MNSV en inoculación mecánica artificial que
no depende, como en otras de las entradas estudiadas, de las condiciones ambientales.
4.5.2. Comportamiento de material vegetal de melón frente a diferentes aislados de
MNSV
El comportamiento de las variedades 'ANC-42', 'Doublon' y 'PMR-5' puso de manifiesto
que todos los aislados estudiados, a excepción de MNSV-264, inducen sobre ellas
síntomas similares cuando se inoculan mecánicamente. El aislado MNSV-264, con
capacidad para superar la resistencia conferida por el gen nsv, provocó síntomas locales
en todas las variedades y síntomas sistémicos en un número reducido de plantas, menor
al número de plantas que desarrollaron síntomas sitémicos cuando se inocularon con el
aislado M-8-85. Este comportamiento ya se había observado anteriormente en la
evaluación de material vegetal de melón frente a MNSV-264 y M-8-85. Se ha descrito
que algunos aislados que superan resistencias, como MNSV-264, tienen menos
adaptados otros componentes que determinan su capacidad para la dispersión o
persistencia del virus en la planta (Hammond, 1998), lo que se puede estar manifestando
en un número inferior de plantas infectadas sistémicamente con este aislado.
Estos resultados parecen indicar que la ausencia de síntomas sistémicos observada en
'Doublon' no es específica del aislado M-8-85, sino que este comportamiento se
mantiene cuando se inocula con otros aislados, incluido el MNSV-264 que supera la
resistencia conferida por nsv. Aunque todos los aislados utilizados son de origen
español y procedentes de melón, los aislados estudiados en Japón, EEUU y Europa
parecen diferir poco en el rango de huéspedes y en su sintomatología (Tabla 2.2), por lo
que cabría esperar resultados similares utilizando aislados de otros orígenes geográficos.
4.5.3. Distribución de MNSV en plantas de melón.
Se observó que la acumulación y distribución del virus fue afectada por el huésped y
por la temperatura de incubación a la que se mantuvieron las plantas (Figuras 4.4 y 4.5).
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En estos ensayos, la temperatura parece influir acelerando el proceso de evolución de
las lesiones cloróticas a necróticas, y también en la distribución y concentración del
virus en la planta. Como se había observado en ensayos anteriores, la temperatura de 20
ºC, en comparación con la de 27,5 ºC, favoreció, en la variedad susceptible 'ANC-42', la
manifestación de síntomas (Tabla 4.3) así como la acumulación del virus en las
diferentes partes de la planta (Figura 4.5).
Estudios realizados sobre la distribución del MNSV en plantas de melón (Gosálvez et
al., 2002) coinciden con algunos de los resultados obtenidos con 'ANC-42'. En ambos
casos, los cotiledones (Figura 4.5) presentaron un elevado contenido en virus desde los
primeros estadios de la infección. Gosálvez et al. (2002) detectaron los niveles más
altos de infección en las raíces a partir de los siete días después de la inoculación;
resultados similares se obtuvieron con 'ANC-42', donde las concentraciones de virus
más altas se detectaron, después de en los cotiledones, en las raíces, tanto a 20 ºC como
a 27,5 ºC (Figura 4.5). Estos resultados parecen indicar que en el tejido de la raíz se
produce una elevada tasa de replicación viral (Gosálvez et al., 2002).
Los análisis histológicos y celulares de diferentes genotipos de melón infectados con
MNSV han mostrado que la resistencia conferida por el gen nsv actúa impidiendo la
replicación y/o traducción del genoma viral (Díaz et al., 2002). En el control resistente
utilizado en nuestro trabajo, 'PMR-5', no se detectó el virus por serología en ninguna de
las partes analizadas, lo que corrobora la hipótesis anteriormente expuesta de que el
virus no se multiplica en las células directamente infectadas.
El comportamiento de 'Doublon' fue diferente al de los controles susceptibles 'ANC-42'
y 'Maduro Negro'. Las tres variedades desarrollaron lesiones locales necróticas, sin
embargo, en 'Doublon', no se observaron síntomas sistémicos ni se detectó el virus en
ninguna de las partes no inoculadas sino únicamente en las lesiones locales necróticas
que aparecieron después de la inoculación mecánica. Su comportamiento también fue
diferente al de 'PMR-5'. Esta reacción sugiere la presencia en 'Doublon' de un tipo de
resistencia diferente al conferido por el gen nsv. La posible existencia de un mecanismo
de restricción del movimiento célula a célula en 'Doublon' podría explicar la ausencia de
virus en el tejido que circunda las lesiones locales necróticas. Este mecanismo de
resistencia se ha descrito en otras interacciones incompatibles virus-planta como Barley
stripe mosaic virus (BSMV) en avena (Zheng and Edwards, 1990), Turnip crinkle virus
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(TCV) en Arabidopsis thaliana ecotipo Dijon (Simon et al., 1992) o Subterranean
clover mottle virus (SCMoV) en cultivares altamente resistentes de trébol subterráneo
(Njeru et al., 1995). Además, la cantidad del virus, medida como absorbancia a 405 nm,
en las lesiones de 'Doublon' fue significativamente inferior a la de los controles
susceptibles 'ANC-42' y 'Maduro negro', indicando también la posible restricción de la
replicación del virus en el tejido infectado inicialmente. Existen casos similares en los
que se ha observado que la localización del virus está acompañada por la restricción de
la acumulación viral, lo que puede atribuirse a la presencia de inhibidores como son los
factores antivirales (AVF) o los inhibidores de la replicación viral (IVR) (Ponz y
Bruening, 1986). Lo anteriormente expuesto indica que la restricción del movimiento
célula a célula y/o de la multiplicación del virus podrían explicar el modelo de
distribución del virus en 'Doublon', sin embargo, nuestros resultados no permiten
descartar la existencia en esta variedad de otros mecanismos como la restricción del
transporte a larga distancia.
Por otro lado, es necesario resaltar que con el aislado MNSV-264, que supera la única
resistencia descrita para MNSV, se obtuvieron resultados similares en 'Doublon', es
decir las plantas no presentaron síntomas sistémicos y el virus sólo se detectó en las
lesiones necróticas a concentraciones similares a las obtenidas con M-8-85.
4.5.4. Transmisión por el hongo vector Olpidium bornovanus
El método utilizado para la transmisión del MNSV con el hongo vector resultó efectivo,
como se deduce de los resultados obtenidos en los análisis serológicos, que confirmaron
la presencia del virus en las raíces (Tabla 4.4), así como la observación al microscopio
óptico en 'ANC-42', 'Doublon' y 'PMR-5' de las zoosporas, esporangios y quistes de O.
bornovanus en preparaciones procedentes de las mismas (Figura 4.10). En 'ANC-42' la
concentración del virus en las plantas inoculadas con el vector fue superior a la de las
plantas inoculadas mecánicamente (Figura 4.9), lo que probablemente indica una mayor
eficacia de transmisión. Las plantas de 'ANC-42' presentaron una concentración de virus
decreciente en los tejidos procedentes de la raíz, hipocotilo y ápice (Figura 4.9), lo que
se explicaría teniendo en cuenta el movimiento acrópeto del virus (Campbell et al.,
1996).
Capítulo 4
171
El MNSV se detectó por serología en las raíces de 'Doublon', 'ANC-42' y 'PMR-5'
(Tabla 4.4), indicando que los tres cultivares fueron infectados inicialmente. Todos ellos
presentaron pardeamientos, más o menos severos, en el sistema radicular. La presencia
de O. bornovanus asociado consistentemente a necrosis del sistema radicular de melón
parece suponer una exteriorización concreta de la colonización de las raíces por esta
especie (Gómez, 1994). En experimentos de inoculación, realizados en cultivos fuera de
suelo sobre un cultivar de melón resistente a MNSV, parece probarse una patogenicidad
del hongo por sí solo, materializada por las mermas en la producción y por las
podredumbres radiculares observadas (Gómez, 1994). En los ensayos que se presentan
en esta tesis, sólo la variedad 'ANC-42' se vio afectada por síntomas severos atribuibles
al hongo, mientras que en 'PMR-5' y 'Doublon' las necrosis del sistema radicular
parecieron no interferir en el desarrollo normal del mismo (Figura 4.8 b y c). En 'PMR-
5' la concentración de MNSV fue baja en comparación con 'Doublon' y 'ANC-42'
(Figura 4.9); en dicha variedad se ha señalado que la resistencia a MNSV está
relacionada con la replicación y/o traducción del genoma viral (Díaz et al., 2002), lo
que explicaría los valores de A405nm obtenidos. En 'ANC-42' y 'Doublon' la
concentración del virus en la raíz fue similar (Figura 4.9).
En el hipocotilo se observó una mayor concentración del virus en el caso de 'Doublon'
(Figura 4.9). En esta variedad el valor de la absorbancia (A405nm) se obtuvo,
exclusivamente, a partir del tejido de la base del tallo con síntomas de necrosis,
mientras que en la parte superior del hipocotilo el resultado serológico fue negativo, sin
embargo en el caso de 'ANC-42' las muestras se tomaron en todo el hipocotilo, que
presentó síntomas de necrosis y, además, estrías cloro-necróticas.
Los síntomas observados en 'ANC-42', manchas cloro-necróticas en las hojas, estrías
necróticas en hipocotilo y peciolos, así como necrosis en la base del hipocotilo (necrosis
también presente en 'Doublon'), coinciden con los síntomas característicos de MNSV
observados en campo (Avgelis, 1985).
'Doublon' no desarrolló manchas necróticas en las hojas (Figura 4.8.b) ni se detectó el
virus por serología (Tabla 4.4). Además, los síntomas de necrosis en la base del tallo
(Figura 4.8.b) y pardeamiento del sistema radicular, no impidieron el desarrollo normal
de las plantas respecto a los testigos sin inocular. Este podría ser el caso de un tipo de
resistencia en la que se produce la invasión sistémica de algunos órganos de la planta
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(raíces y base del tallo), bien más lentamente que en sus equivalentes susceptibles, bien
alcanzándose un título viral final significativamente menor (Ponz, 1996). Se han
obtenido resultados similares con variedades de trigo y el virus SBWMV (Soilborne
wheat mosaic virus), transmitido por el hongo del suelo Polymyxa graminis (Myers et
al., 1993). El cultivo de variedades susceptibles y resistentes a este virus, en suelo
infectado con P. graminis, apenas mostró diferencias entre las plantas resistentes o
susceptibles en cuanto a la infección inicial, la replicación y el movimiento célula a
célula del virus, mientras que se observaron diferencias en el movimiento del virus, que
no infectó la parte aérea de las plantas resistentes cuando éstas se cultivaron a 15ºC. Los
autores proponen que la resistencia en estas variedades puede estar relacionada con la
inhibición del movimiento del virus desde las raíces.
4.5.5. Estudios genéticos.
Según el fenotipo, las plantas de 'Doublon' se consideraron resistentes a la expresión de
síntomas sistémicos (RS) de MNSV y las plantas de 'ANC-42' se clasificaron como
susceptibles (S) a MNSV. La F1 'Doublon' x 'ANC-42' y el cruzamiento recíproco
mostraron un comportamiento similar al de 'Doublon', lo que indicó por una parte
dominancia de la ausencia de síntomas sistémicos, y por otra la ausencia de efectos
maternos.
La segregación observada en la generación F2 fue de 145:5 (RS:S) (Tabla 4.5). Estos
resultados sugirieron que el carácter está controlado por dos genes con dominancia
completa, de acuerdo con la segregación esperada 15:1 (RS:S) (χ2 = 2.18; n.s.).
Todas las plantas del retrocruce BC1 fueron resistentes a la expresión de síntomas
sistémicos (RS) (Tabla 4.5). El retrocruce BC2 segregó en una proporción 104:46
(RS:S), lo que se ajustó con la segregación esperada 3:1 (RS:S) (χ2 = 2.57; n.s.) para la
hipótesis propuesta anteriormente de dos genes con dominancia completa.
Para estos dos genes se proponen los nombres Melon necrotic resistance 1 y Melon
necrotic resistance 2 y los símbolos Mnr1 y Mnr2, siguiendo la nomenclatura descrita
por Pitrat (1994) para los genes de las Cucurbitáceas. De acuerdo con estas
designaciones, el genotipo de los parentales sería Mnr1Mnr2 / Mnr1Mnr2 en 'Doublon'
y mnr1mnr2 / mnr1mnr2 en 'ANC-42'.
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El carácter dominante de los genes, Mnr1 y Mnr2, estaría en concordancia con Fraser
(1990), quien afirmó que los alelos dominantes tienden a asociarse con mecanismos de
resistencia que implican la formación de lesiones (normalmente necróticas) así como la
localización del virus.
En melón se han descrito mecanismos de resistencia a diferentes virus. En algunos de
los casos estudiados su control ha resultado ser monogénico, como el gen nsv que
controla la resistencia a MNSV (Coudriet et al., 1981), el gen Wmr a WMV2 (Gilbert et
al., 1994) o el gen Zym a ZYMV (Pitrat y Lecoq, 1984b). También hay descritos otros
mecanismos, como el sistema oligogénico que controla la resistencia a CMV en la línea
coreana 'PI 161375' (Risser et al., 1977); el poligénico que controla la resistencia a
CGMMV en la línea india de melón 'Phoot' (Rajamony et al., 1990) y el digénico
recesivo que controla la resistencia a CABYV en la línea india 'PI 124112' (Dogimont et
al., 1997). Sin embargo, actualmente, en este cultivo no hay descrito ningún mecanismo
de resistencia a virus controlado por dos genes dominantes, como sería el caso de
'Doublon'. En la línea 'PI 486355' de soja (Glycine max (L.) Merr.), hay descrita una
resistencia al virus del mosaico de la soja (SMV, Soybean mosaic virus) cuyo control se
asemeja al de 'Doublon', debido a que está regulada por dos genes dominantes que
segregan independientemente (Chen et al., 1993).
Las plantas de 'PMR-5' no reaccionaron tras la inoculación, por lo que se consideraron
resistentes (R) a MNSV. Las plantas procedentes de la F1 'Doublon' x 'PMR-5' y el
cruzamiento recíproco se clasificaron, al igual que 'Doublon', como RS, lo que indicó
que la resistencia (R) está controlada por un gen recesivo y la RS es dominante. La
segregación observada en la generación F2 (Tabla 4.6) fue 34:114:2 (R:RS:S), lo que se
ajustó a la hipótesis de que la resistencia a la expresión de síntomas sistémicos en
'Doublon' está controlada por dos genes con dominancia completa y que la resistencia
en 'PMR-5' está controlada por un gen recesivo (χ2 = 4.58; n.s.). El fenotipo RS
mostrado por la generación BC1, confirmó la dominancia del carácter en 'Doublon'. La
generación BC2 segregó en una proporción 67:77:6 (R:RS:S), lo que no se ajustó a la
segregación esperada 4:3:1 (χ2 = 15.7; s.). Estos resultados sugirieron que la diferencia
observada en la generación BC2 podría deberse a una posible relación de ligamiento
entre uno de los dos genes de resistencia a MNSV de 'Doublon' y el locus Nsv.
Capítulo 4
174
Efectivamente, según los resultados obtenidos de la generación BC2 [('Doublon' x
'PMR-5') x 'PMR-5'] (Tabla 4.7), se ha encontrado ligamiento en fase de acoplamiento
entre uno de los genes mnr1 o mnr2 (por ejemplo mnr1) y nsv. La frecuencia de
recombinación calculada entre estos dos genes es del 16%. De acuerdo con este modelo,
las frecuencias esperadas en las generaciones segregantes fueron, para la generación
BC2, 75R:69RS:6S (χ2 = 1.78; n.s.), y, para la generación F2, 37,5R:109,7RS:2,8S (χ2 =
0.58; n.s.) (Tabla 4.8). Los resultados observados en estas generaciones se ajustaron
mejor a este modelo que a la hipótesis de segregación independiente (Tablas 4.6 y 4.8).
Dado que se han descrito aislados de MNSV que superan la resistencia conferida por el
gen nsv (Díaz et al., 2002), el uso de genes de resistencia diferentes, como los que porta
'Doublon', podrían ser utilizados para controlar las infecciones producidas por estos
aislados, que pueden suponer un problema en el futuro. Se ha verificado que el
comportamiento observado en 'Doublon' es un carácter heredable y por lo tanto
utilizable en programas de mejora. Además, la resistencia controlada por más de un gen,
dominante o recesiva, puede aumentar la durabilidad frente a un determinado virus
(Khetarpal et al., 1998).
Los genes mnr1 y nsv se encuentran ligados en fase de acoplamiento, y ambos confieren
resistencia a MNSV por mecanismos diferentes, en estado dominante y recesivo
respectivamente, por lo que si estos genes estuvieran estrechamente ligados la selección
para un alelo de resistencia favorecería la selección del alelo de susceptibilidad del otro
mecanismo de resistencia. Como la distancia calculada entre los dos loci (19 cM) es
relativamente alta, es factible que se produzcan recombinaciones entre los dos loci, lo
que puede facilitar la combinación de ambas resistencias en un mismo genotipo.
4.6. CONCLUSIONES
1. Las condiciones ambientales influyeron en la manifestación de síntomas de MNSV,
en inoculación mecánica artificial:
1.1. Las temperaturas más bajas (15, 17,5, 20, 22,5 y 25 ºC) favorecieron la
manifestación de síntomas sistémicos, y éstos no aparecieron a temperaturas
superiores a 25ºC. La temperatura de 20ºC parece la óptima para la
Capítulo 4
175
manifestación de síntomas sistémicos sin que llegue a producirse el
marchitamiento de las plantas.
1.2. La intensidad lumínica también influyó en el desarrollo de síntomas
sistémicos, y su efecto dependió de la variedad.
2. 'Doublon' presentó resistencia a la expresión de síntomas sistémicos de MNSV en
inoculación mecánica artificial:
2.1. En todas las condiciones de luz y temperatura ensayadas, y frente a los seis
aislados de MNSV probados, 'Doublon' mostró reacción local y ausencia de
síntomas sistémicos.
2.2. El virus quedó confinado a las lesiones locales necróticas, donde se detectó
a menor concentración que en la variedad sensible 'ANC-42'.
3. El comportamiento observado en 'Doublon', después de la transmisión de MNSV
con O. bornovanus, podría considerarse de resistencia al virus transmitido por el
hongo vector. Los síntomas observados en 'Doublon', consistentes en necrosis en la
base del hipocotilo y pardeamiento del sistema radicular, fueron menos severos en
comparación con la variedad sensible 'ANC-42', y, aparentemente, no interfirieron
en el desarrollo normal de las plantas.
4. En 'Doublon', la resistencia a la expresión de síntomas sistémicos de MNSV, en
inoculación mecánica artificial, está controlada por dos genes dominantes
independientes, de los cuales, sólo uno de ellos es necesario para expresar la
resistencia. Para estos dos genes se proponen los nombres Melon necrotic resistance
1 y Melon necrotic resistance 2 y los símbolos Mnr1 y Mnr2. De acuerdo con estas
designaciones, el genotipo de 'Doublon' sería Mnr1Mnr2 / Mnr1Mnr2 y el de 'ANC-
42' mnr1mnr2 / mnr1mnr2.
5. Se ha encontrado ligamiento (19 cM), en fase de acoplamiento entre uno de los dos
genes de resistencia a MNSV de 'Doublon', Mnr1, y el gen de resistencia nsv que
porta 'PMR-5'. A pesar de que los genes Mnr1 y nsv están ligados en fase de
acoplamiento, la distancia entre ambos (19 cM) es suficientemente grande para
permitir las recombinaciones entre los dos loci con relativa frecuencia lo que hace
factible que se puedan combinar ambas resistencias en un solo genotipo.
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ANEXO 1
Protocolo de la prueba ELISA-DAS
1. Tapizado de la placa
− Diluir el anticuerpo policlonal 1:200 en tampón carbonato. Añadir 100 µl a cada pocillo.
− Incubar 4 horas a 37ºC
− Quitar el reactivo de la placa y lavar 3 veces con tampón de lavado.
2. Preparación y adición de las muestras
− Pesar las muestras a analizar (aproximadamente  0,3 gramos) y procesarlas en tampón de
extracción, a dilución 1/10 (peso/volumen), en el triturador de muestras de cilindros
giratorios. Añadir 100 µl a cada pocillo.
− Incubar hasta el día siguiente a 4ºC.
− Vaciar la placa y lavar 3 veces con tampón de lavado.
3. Adición del conjugado
− Diluir el anticuerpo marcado con fosfatasa alcalina 1:200 en tampón de extracción.
Añadir 100 µl a cada pocillo.
− Incubar 4 horas a 37ºC.
− Quitar el reactivo y lavar 3 veces con tampón de lavado.
4. Adición del sustrato (p-nitrofenilfosfato)
− Preparar una solución de 1 mg/ml de p-nitrofenilfosfato en tampón sustrato
inmediatamente antes de utilizarla. Añadir 100 µl a cada pocillo.
5. Evaluación de los resultados
− Incubar la placa a temperatura ambiente.
− Medir la absorbancia a 405 nm en el espectrofotómetro Titertek Multiskan Plus. Realizar
medidas entre diez minutos y dos horas desde la adición del sustrato.
− Las muestras se consideran positivas cuando el valor de A405  es al menos tres veces
superior al del control negativo (Sutula et al., 1986).
Anexos
202
Soluciones empleadas para la realización de la prueba ELISA-DAS
Tampón carbonato (pH 9,6), para 1000 ml
Na2CO3 1,59 g
NaHCO3 2,93 g
Disolver en 1000 ml de agua destilada
Tampón de lavado (pH 7,2-7,4), para 1000 ml
NaCl 8,0 g
Na2HPO4x12H2O 2,9 g
KH2PO4 0,2 g
KCl 0,2 g
Tween 20 0,5 ml
Disolver en 1000 ml de agua destilada
Tampón de extracción (pH 7,4), para 1000 ml
Polyvinil Pirrolidona 
(viscosidad K10-K40) 20 g
Albúmina de Suero Bovino 2 g
NaN3 0,1 g
Disolver en 1000 ml de tampón de lavado.
Tampón sustrato (pH 9,8), para 1000 ml
Dietanolamina 97 ml
MgCl2x6H2O 0,2 g
Disolver en 1000 ml de agua destilada.
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ANEXO 2
Procedencia de las entradas de melón utilizadas para la búsqueda de
resistencia a virus.
Entrada Origen geográfico Banco de germoplasma
9120 Selección (S.I.A.) B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
52.252 Turquía B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
2624-Bi USDA (EE.UU.) 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
26929-ms3 USDA (EE.UU.) 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
7A-1-2 España 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
8-85 Yugoslavia B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Agostizo Jaén B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Agrestis Afganistán 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
Amarillo Alargado Badajoz B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Amarillo Blanco Piñón Granada B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Amarillo Cáscara Pinta Cáceres B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Amarillo Exportación Valencia 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
Amarillo Oval Tardío Comercial B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
ANC-13 Andalucía 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
ANC-157 Andalucía 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
ANC-42 Andalucía 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
ANC-45 Andalucía 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
ANC-71 Andalucía 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
ANC-93 Andalucía 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
Banda de Godoy Badajoz B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Baza Granada 'El Encín' (INIA, Madrid)
Bolas Toledo B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
C 305 Andalucía 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
C 308 Valencia 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
C 317 Murcia 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
C 323 Andalucía 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
C 326 Andalucía 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
C 330 Andalucía 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
C 333 Andalucía 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
C 343 Andalucía 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
C 344 Andalucía 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
C 353 Valencia 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
C 357 Cataluña 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
C 372 Valencia 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
C 375 Valencia 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
C 376 Extremadura 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
C 377 Valencia 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
C 378 Valencia 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
C 382 Extremadura 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
C 389 Andalucía 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
C 390 Andalucía 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
C 394 Murcia 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
C 400 Extremadura 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
C 410 Murcia 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
C 413 Extremadura 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
C 420 Andalucía 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
C 422 Andalucía 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
C 426 Valencia 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
Cantaloup Haogen Comercial B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Caña Dulce Jaén B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Casero Rayado Salamanca B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Castellanos Córdoba 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
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CC140884-1C Cáceres 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
CC-17 Cataluña 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
Común Teruel B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
CUM 122 Túnez Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 170 URSS Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 172 Georgia Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 204 URSS Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 230 Hungría Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 241 URSS Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 263 Mongolia Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 299 Italia Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 31 Alemania   Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 333 Turquía Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 334 Turquía Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 335 EEUU Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 338 Mongolia Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 355 Irak Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 363 Italia Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 366 URSS Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 372 Italia Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 375 Georgia Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 376 Georgia Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 378 Georgia Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 379 Georgia Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 443 Canadá Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 468 EEUU Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 474 EEUU Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 479 EEUU Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 481 Albania Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 483 Italia Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 484 Italia Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 496 Croacia Gatersleben (IPK, Alemania)
CUM 85 Grecia Gatersleben (IPK, Alemania)
De Buena Clase Huesca B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
De La Marina Granada B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Del País Córdoba B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Doublon I.N.R.A. (Francia) B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
EC-10 Extremadura 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
EC-18 Extremadura 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
EC-19 Extremadura 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
Edisto 47 Málaga 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
El Encin 4078 Badajoz 'El Encín' (INIA, Madrid)
El Encin 45 Granada 'El Encín' (INIA, Madrid)
El Encin 64 Madrid 'El Encín' (INIA, Madrid)
El Encin 69 Navarra 'El Encín' (INIA, Madrid)
Esento Murcia B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Franceset Valencia B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
GR-091084-1C Granada 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
Halès Best Comercial B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Hidalgo Comercial B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Invernizo Málaga B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
J-2211-13-C Jaén 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
J-2811-1-C Jaén 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
Kaoapn ozipa nº27 Grecia B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Kogane Nashi Makuwa Japón B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Loperano Salamanca B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Loperos Córdoba 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
Maduro Amarillo Badajoz B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
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Maduro Negro Badajoz B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Melba Polonia B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Menovi Moupkeicio Grecia B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Mochuelos Huelva B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Mollerusa 1 Lérida B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Mollerusa 2 Lérida B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Mollerusa 3 Lérida B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Mollerusa 7 Lérida B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Moscatel Cádiz B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
MUC-47 Murcia 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
Negro Málaga B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Negro de Elche Comercial B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Ogen Comercial B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Oliwin Polonia B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Pedroso Salamanca B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
PI 161375 Korea B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
PI 17.187 India B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
PI 414723 India B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Pintasapo Murcia B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
Piñonet Lérida B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
PMR-45 INRA B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
PMR-5 INRA B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
PSH Selección (S.I.A.) B.G.H.Z. (SIA, Zaragoza)
SH-021-1 Huelva 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
Tendral Verde Barcelona 'El Encín' (INIA, Madrid)
TURCO ref.2 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.3 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.4 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.6 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.11 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.12 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.16 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.17 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.18 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.23 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.24 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.30 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.34 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.35 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.38 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.51 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.60 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.98 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.99 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.100 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.101 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.104 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.105 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.106 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.107 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.117 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.127 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.130 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TURCO ref.131 Desconocido Adana (U.Çukurova, Turquía)
TGR-1551 Zimbawe 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
VC-108 Valencia 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
VC-116 Valencia 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
Verdoso España 'La Mayora' (CSIC, Málaga)
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ANEXO 3
Composición de la solución nutritiva Hoagland.
Macronutrientes mM g/l
(NO3)2.Ca . 4H2O 4,0 0,94
SO4Mg . 7H2O 2,0 0,52
NO3K 6,0 0,66
PO4H2NH4 1,0 0,12
Quelato de hierro
(Sequestrene 330 Fe) 0,07
Micronutrientes (solución 'stock') g/l
BO3H3 28
SO4Mn . H2O 34
SO4Ca . 5H2O   1,0
SO4Zn . 7H2O   2,2
Mo7O24 (NH4)6 . 4H2O   1,0
SO4H2 (Conc.)   5 ml
La solución nutritiva se obtuvo por mezcla de 0,1 ml de la solución 'stock' de
micronutrientes con 1 litro de la de macronutrientes y se ajustó el pH a 6,7
(Gamborg y Wetter, 1975).
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